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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Οι µικροοργανισµοί που αναπτύσσονται σε ενυδρεία καλλωπιστικών ψαριών 
ανήκουν σε πολλά είδη και είναι απαραίτητοι για τη διεκπεραίωση πολλών σηµαντικών 
βιογεωχηµικών διεργασιών στην υδάτινη στήλη των ενυδρείων. Όµως, ορισµένοι από 
αυτούς µπορούν να προκαλέσουν µεγάλες απώλειες στους πληθυσµούς των ψαριών που 
διαβιούν σε αυτά. Σε ορισµένες περιπτώσεις ενδέχεται να προσβληθούν και άνθρωποι 
από ορισµένους δυνητικά παθογόνους µικροοργανισµούς των ενυδρείων. Η παρούσα 
Μεταπτυχιακή ∆ιπλωµατική Eργασία (Μ.∆.Ε.) είχε ως σκοπό τη διερεύνηση των 
διαφόρων οµάδων, καθώς και των αφθονιών ορισµένων µικροοργανισµών που ζουν σε 
δύο διαφορετικού τύπου ενυδρεία: σε ενυδρεία γλυκού νερού, όπου µελετήθηκαν οι 
µικροβιακοί πληθυσµοί του ιζήµατος και της υδάτινης στήλης, και σε ενυδρεία 
θαλασσινού νερού εκτροφής της καραβίδας Nephrops norvegicus. Για τον υπολογισµό 
των αφθονιών χρησιµοποιήθηκαν δύο µέθοδοι. Η πρώτη µέθοδος ήταν η καλλιέργεια 
των µικροοργανισµών σε θρεπτικά µέσα και η δεύτερη η καταµέτρηση του ολικού 
αριθµού των προκαρυωτικών κυττάρων µε τη µέθοδο DAPI. Για την καταµέτρηση της 
συνολικής µικροβιακής αφθονίας χρησιµοποιήθηκαν τα θρεπτικά µέσα LB και R2Α, 
ενώ το VRBGA χρησιµοποιήθηκε για την καταµέτρηση των Enterobacteriaceae, το 
Lowenstein-Jensen για τον υπολογισµό των Mycobacteria και το RBC για τον 
υπολογισµό των µυκήτων και των ζυµών. Έγιναν δυο δειγµατοληψίες και σε κάθε 
δειγµατοληψία τρεις επαναλήψεις για κάθε µία από τις τρεις διαδοχικές αραιώσεις. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι στο ενυδρείο θαλασσινού νερού η αφθονία των βακτηρίων 
ήταν κατά µια λογαριθµική µονάδα µεγαλύτερη από αυτήν των βακτηρίων στο 
ενυδρείο γλυκού νερού, ενώ τα πρώτιστα, που είναι και οι κύριοι θηρευτές των 
βακτηρίων, στα ενυδρεία θαλασσινού νερού, βρέθηκαν κατά µια λογαριθµική µονάδα 
λιγότερα από αυτά του γλυκού νερού. Επίσης, στα ενυδρεία θαλασσινού νερού οι 
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µύκητες εµφάνισαν µεγαλύτερες αφθονίες σε σχέση µε αυτήν του γλυκού νερού. Κατά 
τη δεύτερη δοκιµή, τόσο στην υδάτινη στήλη, όσο και στο ίζηµα του ενυδρείου του 
γλυκού νερού, ο αριθµός τόσο των βακτηρίων, όσο και των πρωτίστων είχε αυξηθεί 
κατά µιάµιση λογαριθµική µονάδα, γεγονός που δείχνει ότι η αφθονία των βακτηρίων, 
ακόµα και σε ένα σταθερό σύστηµα, όπως το ενυδρείο, µεταβάλλεται. Η καταµέτρηση 
µε DAPI έδωσε αντίστοιχες σχετικές διαφορές στην αφθονία των µικροοργανισµών, 
αλλά µε µεγαλύτερες απόλυτες τιµές. 
 
Λέξεις κλειδιά:Ενυδρείο, καλλωπιστικά ψάρια, ίζηµα. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
1.1 Μικροοργανισµοί βιολογικού φίλτρου 
Σε ένα ενυδρείο συναντάται πλήθος µικροοργανισµών. Οι πιο κοινοί είναι οι 
µικροοργανισµοί που βρίσκονται στο βιολογικό φίλτρο του. Ο πρωταρχικός ρόλος ενός 
τέτοιου φίλτρου είναι η µετατροπή αρχικά της αµµωνίας (NH4+) σε νιτρώδη (NO2-) και 
στη συνέχεια σε νιτρικά (NO3-). Αυτή η µετατροπή είναι ιδιαίτερης σηµασίας για τους 
εκτρεφόµενους οργανισµούς επειδή η αµµωνία είναι εξαιρετικά τοξική. Η διαδικασία 
αυτή ονοµάζεται νιτροποίηση και πραγµατοποιείται σε δυο στάδια. Στο πρώτο στάδιο 
τα ιόντα NH4+ παρουσία οξυγόνου και µε τη συµβολή βακτηρίων του γένους 
Nitrosomonas µετατρέπονται σε ιόντα NO2- : 
 
NH+4 + 2
3
Ο2 → NO2- + 2Η+ + Η2Ο 
 
Τα βακτήρια χρησιµοποιούν τα εκλυόµενα ποσά ενέργειας που παράγονται 
κατά την αντίδραση (270 Kj/mole) για την κάλυψη των βιολογικών τους αναγκών. Το 
δεύτερο στάδιο περιλαµβάνει την οξείδωση των νιτρωδών σε νιτρικά, κυρίως από 
βακτήρια του γένους Nitrobacter που χρησιµοποιούν την εκλυόµενη ενέργεια της 
παρακάτω αντίδρασης (73 Kj/mole) για την κάλυψη των ενεργειακών τους αναγκών 
(McHarness et al., 1973): 
 
NO2- + 2
1
 Ο2 → NO3- 
 
 Οι παραπάνω αντιδράσεις χρειάζονται µεγάλες ποσότητες οξυγόνου για να 
πραγµατοποιηθούν. Η πρώτη χρειάζεται 3,43 Kg οξυγόνου για την οξείδωση 1 Kg  
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NH4+ σε NO2-, ενώ η δεύτερη 1,14 Kg οξυγόνου για την µετατροπή των NO2- σε NO3- 
(Stankewich, 1972). 
Τα νιτρικά, βέβαια, σε πολύ µεγάλες συγκεντρώσεις προκαλούν stress στα 
ψάρια, εξασθενώντας τα και µπορούν να προκληθούν ακόµη και θάνατοι (Dakin, 1992). 
Επίσης, µπορούν να µεταβάλλουν το pH και την αλκαλικότητα του νερού (Delbeek and 
Sprung, 1994) και για το λόγο αυτό σε ενυδρεία συνήθως αλλάζεται το νερό ανά τακτά 
χρονικά διαστήµατα. Σε µεγάλα ενυδρεία, όµως, η αλλαγή ενός µέρους του νερού είναι 
δύσκολη (Grguric et al., 2000). Σε τέτοιες περιπτώσεις χρησιµοποιείται η τεχνική της 
βιολογικής απονιτροποίησης. Οι Vidal et al. (2002) µελέτησαν δύο διαφορετικούς 
πληθυσµούς βακτηρίων που προκαλούν απονιτροποίηση. Οι πρώτοι πληθυσµοί είναι τα 
ετερότροφα Pseudomonas που µειώνουν την συγκέντρωση των νιτρικών µε την 
παρακάτω διαδικασία: 
  
6NO3- + 5CH3OH → 3N2 + 5CO2 + 7H2O + 6OH- 
 
Οι δεύτεροι πληθυσµοί είναι το αυτότροφο Thiobacillus denitrificans που 
οξειδώνει το θείο και τις ενώσεις του παράγοντας από τα NO3- αέριο Ν2:  
 
11S + 10NO3- + 4,1HCO3- + 0,5CO2 + 1,71NH4+ + 2,5H2O  0,92C5H7NO2  (βιοµάζα) 
+ 11SO42- +5,4N2 + 9,62H+ 
 
Το πείραµα των Vidal et al. (2002) διήρκεσε 103 ηµέρες και έλαβε τέλος όταν 
αποµακρύνθηκαν τα ιόντα NO3-, NO2- και NΗ4+. Τα NO3- αφαιρέθηκαν και από τα δυο 
ενυδρεία που βρίσκονταν οι διαφορετικοί πληθυσµοί των ενυδρείων, όµως σε 
διαφορετικό χρονικό διάστηµα. Στην ετερότροφη απονιτροποίηση η µείωση των NO3- 
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ήταν µια συνεχής διαδικασία, µε ρυθµό µείωσης περίπου 9,9 µM/day. Η µείωση των 
NO3- εξαρτάται από την αφθονία του άνθρακα στο σύστηµα. Όσο µεγαλύτερη είναι η 
αναλογία C:N, τόσο ταχύτερα αφαιρούνται τα  NO3- από το σύστηµα (Sauthier et al., 
1998). Στην αυτότροφη απονιτροποίηση διακρίνονται πέντε φάσεις. Αρχικά µειώνονται 
τα NO3- µε επακόλουθη αύξηση της συγκέντρωσης των NO2- και εµφάνιση µικρών 
ποσοτήτων NΗ4+. Στην δεύτερη φάση  συµβαίνει το αντίστροφο, δηλαδή µειώνονται τα 
NO2- και αυξάνονται τα NO3-. Έπειτα (τρίτη φάση) παρατηρούνται µόνο κάποιες µικρές 
αυξοµειώσεις στη συγκέντρωση των NO3-. Κατά το τέταρτο στάδιο, ξαναπαρατηρείται 
µείωση των NO3- µε επακόλουθη αύξηση των NO2-, ώσπου να αποµακρυνθούν πλήρως 
(πέµπτη φάση). Οι αυτότροφοι µικροοργανισµοί δηµιουργούν ανοξικές συνθήκες µέσα 
στο φίλτρο σε µικρό χρονικό διάστηµα, σε αντίθεση µε τους ετερότροφους. Στην 
αυτότροφη απονιτροποίηση παρατηρείται µείωση του pH και της αλκαλικότητας κατά 
τις πρώτες φάσεις, ενώ στις τελευταίες επανέρχονται στα προηγούµενα επίπεδα. Η 
αλκαλικότητα και το pH δεν επηρεάζονται στην ετερότροφη απονιτροποίηση.  
Στην οξείδωση της αµµωνίας, που είναι το πρώτο βήµα για τη διαδικασία της 
νιτροποίησης (Bano et al., 2000) συµµετέχουν πολλά βακτηριακά είδη (ammonia 
oxidizing bacteria, ΑΟΒ). Οι Burell et al. (2001), χρησιµοποιώντας την τεχνική 16S 
rRNA, εντόπισαν ότι για την οξείδωση της αµµωνίας συµµετέχει πλήθος 
µικροοργανισµών µε κυριότερους τα φύλα των Nitrospira, όπου ανήκουν και 
µικροοργανισµοί που ευθύνονται για τη µετατροπή των νιτρωδών σε νιτρικά, και των 
Proteobacteria. Τα στελέχη των µικροοργανισµών αυτών ταξινοµούνται φυλογενετικώς 
µε βάση την κατάταξη των Purkhold et al (2001) σε τρεις οµάδες µε εκπροσώπους τα α) 
Nitrosomonas marina, β) Nitrosospira και γ) Nitrosomonas europaea - Nitrosococcus 
mobilis. Τέτοια βακτήρια εντοπίστηκαν σε πολλά ενυδρεία, όπου το ποσοστό της 
αµµωνίας ήταν σε χαµηλά επίπεδα. Προφανώς, ο ρόλος τους στην οξείδωση της 
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αµµωνίας είναι σηµαντικός, παρόλο που το ποσοστό τους στη συνολική µικροβιακή 
κοινότητα είναι  πολύ µικρό. 
Οι Hovanec and Delong (1996) ερεύνησαν ποιοί µικροοργανισµοί συµµετέχουν 
στη διαδικασία της νιτροποίησης σε ενυδρεία γλυκού και θαλασσινού νερού, µε την 
τεχνική του επιτόπιου φθορίζοντος υβριδισµού. Η τεχνική αυτή έδειξε ότι οι 
µικροοργανισµοί που οξειδώνουν την αµµωνία σε ενυδρεία γλυκού νερού είναι 
διαφορετικοί από αυτούς που οξειδώνουν την αµµωνία σε ενυδρεία θαλασσινού νερού. 
Σε ενυδρεία θαλασσινού νερού το Nitrosomonas europaea και κάποια άλλα στελέχη 
που µοιάζουν µε αυτό, είναι υπεύθυνα για την οξείδωση της αµµωνίας. Όµως, βακτήρια 
που θεωρούνταν ότι ανήκαν στα β-Proteobacteria που οξειδώνουν την αµµωνία, 
βρέθηκαν µόνο σε δύο από 38 δείγµατα ενυδρείων γλυκού νερού. Τρεις είναι οι πιθανές 
αιτίες για αυτό το αποτέλεσµα. Η πρώτη είναι ότι ο αριθµός των βακτηρίων αυτών ήταν 
µικρός και η µέθοδος όχι πολύ ακριβής µε συνέπεια να µην τα ανιχνεύει. Είναι πιθανό 
να υπήρχαν ετερότροφα βακτήρια που να ευθύνονταν για την οξείδωση της αµµωνίας 
και των νιτρωδών, ενώ η τελευταία πιθανή αιτία είναι ότι οι αυτότροφοι 
µικροοργανισµοί που ευθύνονται για την οξείδωση της αµµωνίας ανήκουν σε 
διαφορετική οµάδα µε συνέπεια να µην µπορούν να ανιχνευθούν. Πειράµατα που 
έγιναν µε βιοϋµένια  απέδειξαν ότι η συγκεκριµένη µέθοδος ανίχνευσης ήταν αρκετά 
ευαίσθητη ώστε να ανιχνεύσει µικροοργανισµούς που προκαλούν νιτροποίηση 
(Hovanec and Delong, 1996). Άρα και στα ενυδρεία θα µπορούσαν να ανιχνεύτούν 
τέτοιοι µικροοργανισµοί ιδιαίτερα όταν η µόνη πηγή ενέργειας είναι η αµµωνία.  
 Η νιτροποίηση από ετερότροφους µικροοργανισµούς σε συγκεκριµένα 
περιβάλλοντα µπορεί να είναι πιο έντονη από την νιτροποίηση από αυτότροφους 
µικροοργανισµούς. Υπάρχουν µικροοργανισµοί που χρησιµοποιούν την αµµωνία ως 
πηγή ενέργειας. Τέτοιοι ετερότροφοι µικροοργανισµοί είναι οι Pseudomonas 
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denitrificans, P. aeruginosa, και δυο στελέχη του P. fluorescens (Castignetti and 
Hollocher, 1984). Στην εργασία των Castignetti and Hollocher (1984) δεν υπάρχουν 
αποδείξεις ότι η νιτροποίηση από ετερότροφους µικροοργανισµούς είναι η κυρίαρχη 
διαδικασία, οπότε αυτός ο ισχυρισµός δεν µπορεί να αποκλεισθεί εντελώς. Όµως, 
τέτοιου είδους νιτροποίηση είναι σχεδόν απίθανο να έχει συµβεί, καθώς η αµµωνία που 
βρισκόταν στα ενυδρεία ήταν ανόργανη. Τη µόνη πηγή άνθρακα αποτελούσε το 
διοξείδιο του άνθρακα το οποίο, όµως, δεν επαρκούσε για την ανάπτυξη ετερότροφων 
µικροοργανισµών. Με βάση τα παραπάνω φαίνεται ότι οι αυτότροφοι µικροοργανισµοί 
που προκαλούν τη νιτροποίηση ανήκουν σε διαφορετική οµάδα από τα β-
Proteobacteria. Τα Nitrosomonas sp. ανιχνεύονταν µόνο όταν στα ενυδρεία το 
θαλασσινό νερό αντικαθιστούσε το γλυκό. Σε αυτή την περίπτωση άλλαζε η δοµή του 
πληθυσµού των βακτηρίων, µε συνέπεια να εµφανίζονται πληθυσµοί του Nitrosomonas 
sp. µε ταυτόχρονη µείωση της νιτροποίησης.  
 ∆ιαφορές ανάµεσα σε διαφορετικού τύπου ενυδρείων έχουν παρατηρηθεί και 
στα ετερότροφα βακτήρια που οξειδώνουν τα νιτρώδη. Στην εργασία των Ehrich et al 
(1995) ενώ στο θαλασσινό νερό τα  Nitrobacter ήταν οι κυρίως υπεύθυνοι 
µικροοργανισµοί για τη µετατροπή των νιτρωδών σε νιτρικά, αυτοί απουσίαζαν 
εντελώς από το γλυκό νερό. Είναι γνωστό ότι υπάρχουν τρεις αυτότροφοι 
µικροοργανισµοί που οξειδώνουν τα νιτρώδη και ανήκουν στα δ-Proteobacteria (Ehrich 
et al., 1995). Η συγκεκριµένη υποδιαίρεση έχει βρεθεί και σε θαλάσσια οικοσυστήµατα 
χαµηλής αλατότητας (12,87 ppt). 
 Οι  Satoh et al. (2007) ερεύνησαν την επίδραση που έχουν οι φωλιές που 
δηµιουργούνται στο βυθό από το Tylorrhynchus heterochaetus στη ζώνη της 
παλίρροιας,  στην δοµή των µικροβιακών πληθυσµών που διαβιούν σε αυτές, καθώς και 
στην αφθονία των βακτηρίων που οξειδώνουν την αµµωνία και τα νιτρώδη. Οι τεχνικές 
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που χρησιµοποιήθηκαν ήταν η Q-PCR, 16S rRNA και η χρήση µικροηλεκτροδίων. Τα 
πειράµατα διεξήχθησαν στον ποταµό Niida στην Ιαπωνία. Τα βακτήρια που οξειδώνουν 
την αµµωνία, χωρίστηκαν σε εφτά οµάδες σύµφωνα µε τους Purkhold et al (2003) 
(Nitrosomonas oligotropha, N. marina, N. cryotoleransa, N. europaea/Nitrosococcus 
mobilis, N. communis, N. sp. Strain Nm143, και Nitrosospira briensis). Οι πιο συχνά 
συναντούµενοι µικροοργανισµοί ανήκαν στο γένος N. sp. Strain Nm143. Οι δεύτεροι 
πιο συχνά απαντούµενοι µικροοργανισµοί ανήκαν στην οµάδα του N. marina,  ενώ οι 
τρίτοι πιο συχνά απαντούµενοι µικροοργανισµοί ανήκαν στη οµάδα του N. briensis. Η 
ίδια µελέτη εστίαζε στους αερόβιους µικροοργανισµούς που οξειδώνουν την αµµωνία 
και ανήκουν στα β-Proteobacteria. Έτσι βρέθηκε ότι η δοµή της κοινότητας των 
µικροοργανισµών µέσα στις φωλιές ήταν η ίδια µε τη δοµή των µικροοργανισµών που 
βρίσκονται στην επιφάνεια του πυθµένα. Όσον αφορά τους µικροοργανισµούς που 
οξειδώνουν τα νιτρώδη, η κυρίαρχη οµάδα ήταν κάποιοι µικροοργανισµοί παρόµοιοι µε 
τα Nitrosospira. Στην επιφάνεια του πυθµένα η συνολική µικροοργανισµική αφθονία 
ήταν 6,5 x 109 κύτταρα cm-3, ενώ στα τοιχώµατα των φωλιών ήταν 4,0 x 109 κύτταρα 
cm-3 . Επίσης, η κατανάλωση του οξυγόνου στην επιφάνεια του πυθµένα ήταν σχεδόν η 
ίδια µε την κατανάλωση του οξυγόνου µέσα στις φωλιές. Κάτι παρόµοιο όµως δεν 
συνέβαινε µε την κατανάλωση του NH+4 καθώς η κατανάλωσή του στην επιφάνεια του 
πυθµένα ήταν µικρότερη κατά µία τάξη µεγέθους (0,01 µmol) σε σχέση µε την 
κατανάλωσή του στις φωλιές (0,1 µmol), αποδεικνύοντας ότι στις φωλιές υπάρχει 
µεγαλύτερη αφθονία νιτροποιητικών βακτηρίων.  
 Ένα από τα βακτήρια που µπορούν να προκαλέσουν θανάτους στα ψάρια των 
ενυδρείων είναι το Edwardsiella ictaluri, το οποίο είναι ένα κατά Gram αρνητικό 
ραβδοειδούς σχήµατος βακτήριο που ανήκει στη οικογένεια Enterocacteriaceae. Όταν 
επηρεάζει τον εγκέφαλο των ψαριών, αυτά αποκτούν ακανόνιστη κολυµβητική 
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συµπεριφορά (Blazer et al., 1985). Αυξάνει σε αριθµούς ταχύτατα όταν βρεθεί σε 
θερµοκρασίες από 17-28 °C (Francis-Floyd et al., 1987). Από την οικογένεια των 
Enterobacteriaceae σε ενυδρεία συναντάται το  Edwardsiella tarda που και αυτό είναι 
ένα ραβδοειδούς σχήµατος κατά Gram αρνητικό βακτήριο. Μπορεί να µολύνει όλα τα 
σπονδυλωτά, συµπεριλαµβανοµένων των ψαριών του γλυκού και του θαλασσινού 
νερού (Costa et al., 1998), αµφίβιων (Donelly, 2005) και φυσικά ανθρώπους, όπου 
µπορεί να προκαλέσει γαστρεντερίτιδα, γάγγραινα, σηψαιµία, µηνιγγίτιδα, 
χολοκυστίτιδα και οστεοµυελίτιδα (Vandepitte et al., 1983: Janda and Abbott, 1993). 
Για να αναπτυχθεί απαιτούνται υψηλές θερµοκρασίες και νερά µολυσµένα από 
οργανικούς ρύπους. Ένα παθογόνο βακτήριο που επίσης συναντάται σε ενυδρεία 
καλλωπιστικών ψαριών είναι το Flavobacterium cοlumnare. Το Flavobacterium 
cοlumnare µολύνει τα βράγχια και το δέρµα  στα ψάρια του γλυκού νερού, 
επηρεάζοντας την αναπνοή και καταστρέφοντας το δέρµα οδηγώντας σε δευτερεύουσες 
µολύνσεις και θάνατο (Michel et al., 2002). Ένας επίσης επικίνδυνος µικροοργανισµός 
είναι το Lactococcus garvieae, το οποίο απαντάται τόσο σε χερσαίους όσο και σε 
θαλάσσιους οργανισµούς (Eldar et al., 1999). Υπό κατάλληλες συνθήκες, όπως stress, 
υψηλή θερµοκρασία και µεγάλες συγκεντρώσεις ατόµων, µπορεί να αυξηθεί σε 
αριθµούς και να προκαλέσει αιµορραγική σηψαιµία µε συνέπεια µεγάλες απώλειες. Σε 
ενυδρεία καλλωπιστικών ιχθύων εντοπίζονται συνήθως και είδη του Streptococcus spp. 
Η µεταφορά των µικροοργανισµών ανάµεσα στους ξενιστές τους είναι άµεση και 
οριζόντια (Evans et al., 2000, 2001). Όπως και στην περίπτωση του L. garvieae, 
περιβαλλοντικό stress, υψηλές θερµοκρασίες και µεγάλες συγκεντρώσεις ατόµων-
ξενιστών προκαλούν αύξηση του πληθυσµού του. 
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1.2 Mycobacteria 
 Οι Beran et al (2006) εστίασαν στην ανίχνευση και στην κατανοµή του 
πληθυσµού των Μycobacteria σε υγιή ψάρια ενυδρείου καθώς και στο ίδιο το ενυδρείο. 
Τα Μycobacteria είναι µικροοργανισµοί που µπορούν να µειώσουν τον πληθυσµό των 
ψαριών σε ένα ενυδρείο επηρεάζοντας το δέρµα και τα εσωτερικά όργανα (Lescenko et 
al., 2003). Τρία είδη προκαλούν µυκοβακτερίωση: Mycobacterium marinum, M. 
fortuitum και M. chelonae (Frerichs, 1993). Το M. marinum αρχικά θεωρήθηκε ότι 
επηρεάζει µόνο θαλάσσια ψάρια και ονοµάστηκε ανάλογα, αργότερα όµως 
διαπιστώθηκε ότι επηρεάζει και ψάρια του γλυκού νερού. Σε παλαιότερες αναφορές 
συναντώνται είδη όπως M. platypoecilus και M. anabanti (Baker and Hagan, 1942: 
Besse, 1949) που σήµερα θεωρούνται ότι είναι το M. marinum (Εικ. 1). Ο δεύτερος 
αιτιολογικός παράγοντας αποµονώθηκε από το Paracheirodon innesi στις αρχές της 
δεκαετίας του 1950 και ονοµάστηκε M. fortuitum (Ross and Brancato, 1959). M. ranae 
and M. salmoniphilum είναι ονόµατα που είχαν δοθεί σε Mycobacteria και εκ των 
υστέρων αποδείχθηκε ότι ήταν ταυτόσηµα µε το M. fortuitum (Austin and Austin, 
1999). 
Το M. chelonae είχε παρατηρηθεί στο σολοµό του Ειρηνικού ωκεανού αλλά 
µόλις πρόσφατα αναγνωρίστηκε εξαιτίας της δυσκολίας της καλλιέργειάς του (Heckert 
et al., 2001). ∆ύο υποείδη µπορούν να διακριθούν: τα Μ. chelonae and Μ. abscessus 
(Teska et al., 1997). Οι Arakawa and Fryer (1984) πρότειναν και ένα τρίτο υποείδος το 
Μ. piscarium, αλλά επίσηµα δεν το έχει αποδεχθεί η επιστηµονική κοινότητα. Η 
ασθένεια που προκαλεί εµφανίζεται κυρίως σε ενυδρεία τροπικών ψαριών. Είδη της 
οικογένειας των Anabantidae και Cyprinidae είναι ιδιαίτερα επιρρεπή (Astrofsky et al., 
2000) (Εικ. 2). Από τα εντατικώς εκτρεφόµενα είδη θερµών υδάτων επιρρεπή είναι τα 
Dicentrachus labrax, Moroxone saxatilis (Hedrick et al., 1987) και το Oreochromis 
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mossambicus (Noga et al., 1990). Το µεγαλύτερο ποσοστό Mycobacteria που 
αποµονώνονται από ψάρια είναι το M. marinum.  Το M. chelonae είναι παρατηρείται 
κυρίως σε ψυχρά ύδατα και σε σαλµονοειδή (Frerichs, 1993). 
 
 
Η µυκαβακτερίωση µεταδίδεται κυρίως µέσω της κατανάλωσης µολυσµένης 
τροφής και του καννιβαλισµού µολυσµένων ατόµων ή σωµάτων που έχουν αρχίσει να 
αποσυντίθενται (Chinabut et al., 1990). Επίσης, πληγές και γδαρσίµατα είναι 
ενδεχόµενες εστίες µόλυνσης (Post, 1987).  Η παθογένεση στα ψάρια δεν είναι πλήρως 
αντιληπτή, και υπάρχουν ελάχιστες αναφορές όσον αφορά αυτό το θέµα. Έχει 
αποδειχθεί ότι φαγοκύτταρα που περιέχουν M. marinum δεν ενώνονται µε  
λυσοσωµάτια, µε αποτέλεσµα ο µικροοργανισµός να επιβιώνει και να αναπαράγεται 
στα φαγοκύτταρα (Barker et al., 1998). Για την ακρίβεια έχει αποδειχθεί ότι υπάρχει 
σχέση ανάµεσα στην ικανότητά του να επιβιώνει στα φαγοκύτταρα και στην οξύτητα 
µε την οποία προσβάλλει τα ψάρια (Ramakrishnan et al., 1997). Τόσο το M. marinum 
Εικόνα 1: Οζίδια σε ήπαρ ψαριού που προκλήθηκαν από mycobacteria (Wildgoose, 1999).                           
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όσο και το M. tuberculiosis εγκαθίστανται στα ίδια σηµεία στα φαγοκύτταρα, οπότε οι 
µηχανισµοί που έχουν για την επιβίωση σε εχθρικά για αυτά περιβάλλοντα είναι 
παρόµοιοι (Barker et al., 1998). 
 
 
Η µυκοβακτερίωση µπορεί να εµφανιστεί σε οξεία ή χρόνια µορφή. Η οξεία 
µορφή εµφανίζεται σπανίως και χαρακτηρίζεται από ταχύτατο ρυθµό ανάπτυξης της 
νόσου και µεγάλη θνησιµότητα µε ελάχιστα κλινικά συµπτώµατα (Grady et al., 1992).  
Στη χρόνια µορφή, που είναι και η πιο συχνά απαντώµενη, η ασθένεια µπορεί να 
χρειαστεί και χρόνια µέχρι να γίνει κλινικά αντιληπτή. Ψάρια που έχουν προσβληθεί 
ενδέχεται να είναι ληθαργικά και να αποµακρύνονται από τα υπόλοιπα καταλήγοντας 
µοναχικά σε κάποια γωνία του ενυδρείου. Συχνά δεν τρώνε και χάνουν βάρος. 
Ορισµένα από αυτά µπορεί να φέρουν πληγές στο σώµα, αλλαγές στο χρώµα όντας πιο 
ανοιχτόχρωµα ή πιο σκούρα, ή προβλήµατα στη σπονδυλική στήλη παραµένοντας 
    Εικόνα 2: Οζίδια σε πτερύγιο ψαριού προκαλούµενο από Mycobacteria (Wildgoose, 1999).   
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µικρά σε µέγεθος. Προσβεβληµένα άτοµα µπορεί να µην αναπτυχθούν σεξουαλικά 
καθώς και να µην έχουν δευτερεύοντα σεξουαλικά χαρακτηριστικά. Μονοµερής ή και 
διµερής εξοφθαλµία είναι ένα άλλο τυπικό χαρακτηριστικό (Post, 1987: Noga et al., 
1990: Frerichs, 1993: Heckert et al., 2001). Όγκοι στη σπλήνα, στο συκώτι και στα 
νεφρά παρατηρούνται στα άτοµα που έχουν προσβληθεί από µυκοβακτερίωση 
(Frerichs, 1993).  Περιπτώσεις που  Mycobacteria έχουν προσβάλλει ανθρώπους έχουν 
αναφερθεί στη Σουηδία και στις ΗΠΑ, όπου το 1939 και 1951 στις δυο χώρες 
αντίστοιχα, άνθρωποι που χρησιµοποιούσαν τις ίδιες δηµόσιες πισίνες απέκτησαν 
αλλοιώσεις στο δέρµα (Durborow, 1999). Yπάρχουν περιπτώσεις όπου εκτροφείς 
ιχθύων προσβλήθηκαν από Mycobacteria αλλά επιπλέον είχαν στο σπίτι τους και ένα 
ενυδρείο (Wheeler and Graham, 1989). Τα άτοµα που προσβλήθηκαν είχαν 
ταλαιπωρηµένο ανοσοποιητικό σύστηµα καθώς οι µικροοργανισµοί δεν αναπτύσσονται 
ιδιαιτέρα στους 37οC που είναι περίπου η θερµοκρασία του ανθρώπινου σώµατος 
(Lacaille et al., 1990: Tchornobay et al., 1992). Σε µία περίπτωση ένας άνθρωπος έχασε 
τη ζωή του από Mycobacteria (Albalain-Colloc et al., 2003). Συµπτώµατα ήταν ο 
βήχας, ο υψηλός πυρετός και η απώλεια έξι κιλών βάρους. Ο ασθενής ήταν και 
καπνιστής ηλικίας 60 ετών. Στο παρελθόν είχε προσβληθεί από φυµατίωση γι’ αυτό η 
αγωγή που του χορηγήθηκε ήταν για την αντιµετώπιση της φυµατίωσης, και µετά από 
χρονικό διάστηµα ενός µηνός δεν είχε παρουσιαστεί βελτίωση. Στη συνέχεια µε 
καλλιέργειες διεγνώσθη ότι είχε προσβληθεί από το M. szulgai. Ένα χρόνο αργότερα 
µια εξέταση σε ηλεκτρονικό τοµογράφο έδειξε ότι ο ασθενής είχε καρκίνωµα. 
Πραγµατοποιήθηκε εγχείρηση για την αφαίρεση του καρκινώµατος κατά τη διάρκεια 
της οποίας ο ασθενής απεβίωσε. Για να βρεθεί η πηγή µόλυνσης του ασθενούς δείγµατα 
συλλέχθηκαν από το ενυδρείο του µε τροπικά καλλωπιστικά ψάρια και από το νερό της 
βρύσης. Το ενυδρείο περιείχε κάποιο στέλεχος M. szulgai αλλά ήταν διαφορετικό από 
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το στέλεχος M. szulgai που είχε ο ασθενής. Συνήθως το M. szulgai προκαλεί ασθένειες 
που σχετίζονται µε τους πνεύµονες, όπως προκαλεί και το Mycobacterium tubercoliosis 
(Benator et al., 1997: Wallace et al., 1993). 
Οι Watal and Kent (2007) αποµόνωσαν και ταυτοποίησαν στελέχη από 
Μycobacteria που απαντώνται στο Danio rerio και είναι ισχυρώς παθογόνα και όχι 
απλώς ευκαιριακοί µικροοργανισµοί. Τα στελέχη που αποµόνωσαν ήταν τα M. 
abscessus KC1, M. chelonae JAN1, M. chelonae HU1, M. peregrinum SM4, M. 
marinum SH1, M. marinum OSU214 και το M. marinum ATCC 927. Από τα παραπάνω 
µόνο το M. marinum ήταν ισχυρώς παθογόνο. Τα SH1 και OSU214 προκάλεσαν 
θνησιµότητα 100% ενώ το ATCC 927 προκάλεσε θνησιµότητα περίπου 30%. 
Παρόµοια αποτελέσµατα βρέθηκαν και όταν ψάρια του ίδιου είδους εµβολιάστηκαν µε 
M. marinum συγκέντρωσης 104 βακτήρια/ψάρι (Van der Sar et al., 2004). Ορισµένα 
στελέχη προκάλεσαν χρόνια ασθένεια ενώ άλλα δρούσαν σφοδρά και σκότωσαν όλα τα 
ψάρια σε 15 µέρες. Το  ATCC 927 δεν ήταν ιδιαίτερα παθογόνο και σε ψάρια στα 
οποία έγινε εµβολιασµός µε 104 και 105 βακτήρια/ψάρι, η θνησιµότητα έφτασε το 40% 
σε 18 εβδοµάδες (Prouty et al., 2003). Το συγκεκριµένο στέλεχος στο Carassius 
auratus σε συγκέντρωση 4,5 x 108 βακτήρια/ψάρι προκαλούσε θνησιµότητα 50% 
(Talaat et al., 1998), ενώ στο Dicentrarchus labrax σε συγκέντρωση 8,8 x 104 
προκαλούσε θνησιµότητα 40% (Colorni et al., 1998). Τα υπόλοιπα στελέχη από 
Μycobacteria προκαλούσαν χρόνιες ασθένειες οι οποίες όµως δεν ήταν φονικές. 
Σε τέσσερα νοσοκοµεία που εξετάζονταν ασθενείς µε διάρροια που προκλήθηκε 
από το Aeromonas spp, παρατηρήθηκε ότι κάποιοι από τους ασθενείς είχαν ενυδρείο µε 
καλλωπιστικά ψάρια (San Joaquin et al., 1988). Τα  Aeromonas spp. αναπτύσσονται σε 
πολλά υδάτινα συστήµατα και είναι παθογόνα για τα ψάρια  (Freij, 1984).  Έτσι 
µελετήθηκε η ύπαρξη και η συγκέντρωση των Aeromonas spp σε διάφορα ενυδρεία, 
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καθώς και η αντοχή τους σε αντιβιοτικά. Τα Aeromonas spp. εντοπίστηκαν στο 48% 
των συνολικών δειγµάτων. Στα ενυδρεία το πιο διαδεδοµένο είδος Aeromonas spp. 
βρέθηκε ότι είναι το A. sobria ενώ λιγότερο άφθονο είναι το A. caviae. Επίσης, 
ανιχνεύθηκε το A. hydrophyla. Τέσσερα άλλα είδη δεν µπόρεσαν να ταξινοµηθούν σε 
κάποιο είδος σύµφωνα µε τις τεχνικές που χρησιµοποιήθηκαν. Στους ασθενείς 
βρέθηκαν σε ποσοστό 65% A. caviae, σε ποσοστό 19% A. hydrophyla, σε ποσοστό 11-
12%, A. sobria ενώ το υπόλοιπο 5% αποτελούνταν από άλλα είδη. Τα Aeromonas spp. 
στα ενυδρεία ήταν ανθεκτικά απέναντι σε τετρακυκλίνη, χλωραµφενικόλη και  
τριµεθορίνη/σουλφαµεθοξατόλη. Αυτό πιθανώς να οφείλεται στην προσθήκη 
αντιβιοτικών στο νερό των ενυδρείων, πράγµα που θα µπορούσε να οδηγήσει στην 
εµφάνιση στελεχών ανθεκτικών σε αυτά. Παρόλο που τα ενυδρεία καλλωπιστικών 
ψαριών δεν παίζουν σηµαντικό ρόλο στην διάδοση των  Aeromonas spp., ενδέχεται 
περιστασιακά να αποτελούν εστίες µόλυνσης, ιδιαίτερα σε άτοµα µε µειωµένη 
λειτουργία του ανοσοποιητικού σύστηµατός τους. 
Οι Blanch et al. (2001) ανέλυσαν τη δοµή και τη σύνθεση πληθυσµών Vibrio 
spp. σε δυο διαφορετικά ενυδρεία θαλασσινού νερού, το ένα σε τροπικού 
περιβάλλοντος και το δεύτερο σε µεσογειακού. Οι πληθυσµοί Vibrio spp. των δυο 
ενυδρείων συγκρίθηκαν µε φυσικούς πληθυσµούς. Επίσης, υπολογίστηκε η 
βιοποικιλότητά τους και µελετήθηκε η αντοχή τους σε ορισµένα αντιβιοτικά ώστε να 
διαπιστωθεί εάν τα στελέχη των ενυδρείων έχουν αναπτύξει κάποιου είδους 
ανθεκτικότητας. Έχει διαπιστωθεί ότι οι µικροβιακοί πληθυσµοί ενός ενυδρείου 
εξαρτώνται από την τροφή που χορηγείται και από το νερό του ενυδρείου (Blanch et 
al., 1997). Το pH, η θερµοκρασία και η αλατότητα των ενυδρείων µεταβάλλονταν 
ελάχιστα σε ένα έτος. Το ενυδρείο µεσογειακού περιβάλλοντος περιείχε µεγαλύτερη  
βιοµάζα ιχθύων σε σχέση µε το τροπικό, αλλά η βιοποικιλότητά του ήταν µικρότερη. 
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Συνολικά εντοπίστηκαν 234 διαφορετικά στελέχη Vibrio. Η βιοποικιλότητα του Vibrio 
ήταν µεγαλύτερη στο ενυδρείο µεσογειακού περιβάλλοντος σε σχέση µε το τροπικό 
ενυδρείο. Οι φυσικοί πληθυσµοί του Vibrio spp. µοιάζουν περισσότερο σε αυτούς του 
µεσογειακού ενυδρείου παρά σε αυτούς του τροπικού ενυδρείου. Οι αβιοτικοί 
παράγοντες του τροπικού ενυδρείου διαφέρουν αρκετά από τους αβιοτικούς 
παράγοντες του µεσογειακού ενυδρείου και παρατηρούνται διαφορετικοί πληθυσµοί 
Vibrio. Πιθανότερος παράγoντας για αυτό είναι η θερµοκρασία, που ευνοεί την 
ανάπτυξη ορισµένων µόνο στελεχών στο τροπικό ενυδρείο. Βέβαια πληθυσµοί 
βακτηρίων µπορεί να εισέλθουν σε ένα ενυδρείο όταν τοποθετούνται σε αυτό νέοι 
οργανισµοί, αλλάζοντας την σύνθεση των µικροοργανισµών. Η τροφή που 
χορηγούνταν στα δυο ενυδρεία ήταν διαφορετική µε συνέπεια και οι µικροοργανισµοί 
που περιέχονται σε αυτή να είναι διαφορετικοί. Η ανθεκτικότητα στα διάφορα 
αντιβιοτικά που δοκιµάστηκαν ήταν η ίδια για όλους τους µικροοργανισµούς και δεν 
είχαν εµφανιστεί ανθεκτικά στελέχη. Η χρήση αντιβιοτικών συνέβαινε µόνο όταν 
εισάγονταν νέοι οργανισµοί στο ενυδρείο και γι’ αυτό δεν παρουσιάστηκαν ανθεκτικοί 
µικροοργανισµοί.  
1.3 Αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας 
1.3.1 Βακτήρια που οξειδώνουν την αµµωνία 
Η οξείδωση της αµµωνίας θεωρείται ότι είναι µια υποχρεωτικώς αερόβια 
χηµειοαυτότροφη διαδικασία, την οποία επιτελούν ένα µικρό πλήθος ειδών του φύλου 
των Proteobacteria (Kowalchuk and Stephen, 2001). Αντιθέτως, η απονιτροποίηση είναι 
µια διαδικασία ετερότροφη η οποία λαµβάνει χώρα κάτω από συνθήκες µειωµένου 
οξυγόνου, και επιτελείται από ένα πλήθος µικροοργανισµών των οποίων τα γένη 
υπερβαίνουν τα 50 (Zumft, 1997) τα οποία ανήκουν και στις τρεις επικράτειες της 
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ζωής, Bacteria, Archaea και Eukarya (Risgaard-Petersen et al., 2006) (Σχ. 1). Οι 
παραπάνω διαδικασίες, και οι µικροοργανισµοί που παίρνουν µέρος σε αυτές είναι 
γνωστοί. Ο κύκλος του αζώτου όµως αναθεωρήθηκε δυο φορές τα τελευταία χρόνια. 
Την πρώτη φορά συνέβη µετά την ανακάλυψη της αναερόβιας οξείδωσης της αµµωνίας 
(Anaerobic Ammonia Oxidation, Anammox) σε φυσικά συστήµατα, και τη δεύτερη 
µετά την ανακάλυψη της οξείδωσης της αµµωνίας από Archaea. 
Μέχρι πρότινος θεωρούνταν ότι η ετερότροφη απονιτροποίηση ήταν η µόνη 
πηγή αερίου αζώτου κάτω από ανοξικές συνθήκες στα φυσικά συστήµατα. Η πρώτη 
ένδειξη για Anammox σε αέριο άζωτο προήλθε από µικροοργανισµούς που βρέθηκαν 
σε ανοξικούς βιοαντιδραστήρες σε εγκαταστάσεις βιολογικού καθαρισµού (Mulder et 
al., 1995). Οι µικροοργανισµοί αυτοί που ανήκουν στο φύλο των Planctomycetes είναι 
ικανοί να οξειδώνουν την αµµωνία χρησιµοποιώντας νιτρώδη, αντί του οξυγόνου, ως 
δέκτες ηλεκτρονίων (Strous et al., 1999). Η ύπαρξη ενζύµων αµµωνιακής 
µονοοξυγενάσης (amo) καθιστά αυτούς τους µικροοργανισµούς ικανούς να 
µετατρέπουν την αµµωνία σε νιτρώδη. Τέτοιοι µικροοργανισµοί έχουν κάποια 
µοναδικά χαρακτηριστικά, όπως τη χρήση υδραζίνης  (Ν2Η4, το οποίο χρησιµοποιείται 
και ως καύσιµο πυραύλων) ως ελεύθερο καταβολικό ενδιάµεσο, ένα ειδικό 
ενδοκυττοπλασµατικό τµήµα που περιβάλλεται από µεµβράνη όπου λαµβάνουν χώρα οι 
σχετικές βιοχηµικές αντιδράσεις (αναµοξόσωµα, βλ. Εικ. 3), κ.ά. Για την αύξηση της 
βιοµάζας χρησιµοποιούν ανόργανο άνθρακα. Η παρουσία και µόνο οξυγόνου 
αναστέλλει την αύξησή τους. Σήµερα, υπάρχουν τέσσερα αναγνωρισµένα είδη που 
ανήκουν στoυς µικροοργανισµούς Anammox: α) Candidatus Brocadia, β) Kuenenia, γ) 
Scalindula, και δ) Anammoxoglobus, τα οποία µοιράζονται πολλά µορφολογικά και 
φυσιολογικά χαρακτηριστικά. 
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Σχήµα 1: Ο κύκλος του αζώτου µε βάση τις αντιδράσεις µικροοργανισµών που βρίσκονται       
όταν οι συνθήκες είναι ανοξικές ή φυσιολογικές. Όπου amo=ammonia 
monooxygenase, hao=bacterial hydroxilamine oxidoreductase, nir=nitrate reductase, 
nor=nitric oxide reductase, DNRA=dissimilatory nitrate reduction to ammonium. 
(Francis et al., 2005). 
 
Ο ρόλος τους στον κύκλο του αζώτου θεωρούνταν µέχρι πρόσφατα πολύ 
µικρός. Oι Thamdrup και Dalsgaard (2002) ανακάλυψαν ότι η αναερόβια οξείδωση της 
αµµωνίας είναι υπεύθυνη για την απώλεια 24-67% του αζώτου στο πυθµένα των 
θαλασσών, ενώ το 2003 δύο παράλληλες µελέτες απέδειξαν ότι η αναερόβια οξείδωση 
της αµµωνίας ήταν υπεύθυνη για την απώλεια αζώτου στους ωκεανούς (Dalsgaard et 
al., 2003: Kuypers et al., 2003). Μέχρι σήµερα η αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας 
έχει παρατηρηθεί σε θαλάσσια, παραλιακά και εκβολικά συστήµατα (Thamdrup and 
Dalsgaard, 2002), σε ανοξικούς κόλπους (Dalsgaard et al., 2003), σε ζώνες ελάχιστου 
οξυγόνου στις ακτές της δυτικής Αφρικής, της Χιλής και του Περού (Kuypers et al., 
2005), σε µαγκρόβια  συστήµατα και σε λίµνες, συµπεριλαµβανοµένης της Τανγκανίκα 
που είναι η µεγαλύτερη λίµνη στον κόσµο (Schubert et al., 2006). Σε µια  πρόσφατη 
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µελέτη όπου χρησιµοποιήθηκε PCR, ανιχνεύθηκαν µε βάση το16S rRNA γένη 
συγγενικά του Scalindula, σε πυθµένες γλυκών και θαλάσσιων νερών καθώς και σε 
έδαφος που καλύπτεται µόνιµα από πάγο (Penton et al., 2006) (Εικ. 3).  Παρόλο που η 
αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας δεν έχει µετρηθεί σε χερσαία οικοσυστήµατα είναι 
πολύ πιθανό να συναντάται σε κάθε οικοσύστηµα που περιέχει άζωτο µε µια υπoξική 
ζώνη (Meyer et al., 2005: Rysgaard and Glud, 2004). 
 Στα θαλάσσια ιζήµατα, η ποσότητα του αζώτου που χάνεται από  την αναερόβια 
οξείδωση της αµµωνίας αυξάνεται όσο αυξάνει και το βάθος του πυθµένα (Thamdrup 
and Dalsgaard, 2002), πράγµα που υποδεικνύει την σηµασία της σε βυθούς πελαγικών 
νερών όπου συµβαίνουν και οι µεγαλύτερες απώλειες του αζώτου. Ένα σηµαντικό 
µέρος του αζώτου χάνεται στα ωκεάνια νερά και ιδιαίτερα στις ζώνες ελάχιστου 
οξυγόνου (Middelburg et al., 1996). 
Η αναερόβια οξείδωση της αµµωνίας θα έβρισκε πολλές εφαρµογές σε 
περιπτώσεις όπου απαιτείται αφαίρεση αµµωνιακών ιόντων όπως συµβαίνει σε 
Εικόνα 3: ∆ιάκριση Anammoxosome στο Candidatus stuttgartiensis (Kuenen, 2008).  
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βιολογικούς καθαρισµούς. Για τον σκοπό αυτό δηµιουργήθηκε ένας ειδικός 
βιοαντιδραστήρας (Van Dongen et al., 2001) µε στόχο την παραγωγή µείγµατος 
αποτελούµενο κατά 50% από αµµωνία και κατά 50% από νιτρώδη. Το αποτέλεσµα 
ήταν η ολοκληρωτική µετατροπή της αµµωνίας σε αέριο άζωτο και επιπλέον νιτρώδη 
(Σχ. 2). Η επόµενη εφαρµογή ήταν σε αντιδραστήρα σε βιολογικό καθαρισµό στο 
Ρότερνταµ (Jetten, 2002). Όταν λειτουργούσε πλήρως ο αντιδραστήρας παρήγαγε 8-10 
Kg αζώτου για κάθε m3 την ηµέρα, απόδοση που ήταν διπλάσια από αυτή για την οποία 
είχε αρχικά σχεδιαστεί. 
1.3.2. Archaea που οξειδώνουν την αµµωνία 
Σηµαντικό ρόλο στον κύκλο του αζώτου σε υδάτινα συστήµατα διαδραµατίζουν 
τα µεσόφιλα  Crenarchaeota. Τα µεσόφιλα Archaea αποτελούν σηµαντικότατο ποσοστό 
του θαλασσινού πικοπλαγκτού (DeLong, 1992). Ο αριθµός αυτών των ατόµων 
υπολογίζεται ότι φτάνει στα 1028 κύτταρα σε θαλάσσια οικοσυστήµατα ενώ φτάνουν 
στα 1029 σε χερσαία. Επειδή η καλλιέργειά τους τα τελευταία 15 χρόνια ήταν αδύνατη, 
οι γνώσεις που υπήρχαν πάνω στη φυσιολογία και στη βιοχηµική λειτουργία τους ήταν 
εντελώς θεωρητικές. Σε δυο µελέτες που έγιναν σε θαλασσινό νερό (Venter et al., 
2004) και ίζηµα (Treusch et al., 2005) ανακαλύφθηκαν γονίδια αµµωνιακής 
µονοοξυγενάσης  (amoA,Β,C), που προέρχονταν από Crenarchaeota, υποδεικνύοντας 
έτσι τη γενετική δυνατότητα αυτών των µικροοργανισµών στην οξείδωση της 
αµµωνίας. 
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Με την καλλιέργεια ενός εκπροσώπου των Archaea που οξείδωνε την αµµωνία 
(ονοµάστηκε Nitrosopumilus maritimus) σε ένα ενυδρείο θαλασσινού νερού (Könneke 
et al., 2005) ήρθαν οι πρώτες αποδείξεις για τις παραπάνω παρατηρήσεις. Το N. 
maritimus αυξάνει χηµειοαυτότροφα  σε αφθονίες 107 ml-1 χρησιµοποιώντας την 
αµµωνία ως µοναδική πηγή ενέργειας µετατρέποντάς τη σε νιτρώδη. Μετά από αυτή 
την ανακάλυψη, αποδείχθηκε ότι γονίδια amo συναντώνται σε περιοχές του ωκεανού 
που διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στον κύκλο του αζώτου, όπως είναι η βάση της 
ευφωτικής ζώνης, υποξικές υδάτινες στήλες και παραλιακά και εκβολικά συστήµατα 
(Francis et al., 2005). Οι Treusch et al. (2005) απέδειξαν ότι σε δείγµα εδάφους που 
περιείχε αµµωνία εντοπίζονταν µεγάλος αριθµός γονιδίων amo που προέρχονταν από 
Crenarchaeota ενώ σε δείγµατα εδάφους που εµπεριέχονταν αµµωνία ο αριθµός των 
παραπάνω γονιδίων δεν ήταν µεγάλος. Το γεγονός αυτό αποτελεί µια ακόµα απόδειξη 
Σχήµα 2: Οξείδωση της αµµωνίας αερόβια  και αναερόβια. amo=ammonia monooxygenase, 
hao=bacterial hydroxylamine oxidoreductase, nor= nitric oxide reductase. (Graeme
and Schleper, 2006). 
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ότι τα παραπάνω γονίδια κωδικοποιούν την αµµωνιακή µονοξυγενάση. Προφανώς 
υπάρχουν και άλλα είδη Archaea που οξειδώνουν την αµµωνία, (ammonia oxidizing 
Archaea, ΑΟΑ). Φυλογενετική ανάλυση σε πολλές εκατοντάδες γονιδίων amoA 
αποδεικνύει ότι προέρχονται από διαφορετικές και απόµακρες κοινωνίες Archaea που 
οξειδώνουν την αµµωνία. Με βάση τον αριθµό των Crenarchaeota και το γεγονός ότι 
πολλά από αυτά οξειδώνουν την αµµωνία τότε συµπεραίνουµε ότι τα AOA είναι πολύ 
περισσότερα από τα Bacteria που οξειδώνουν την αµµωνία που συνήθως αποτελούν 
<0,1% του συνολικού αριθµού των µικροβιακών κοινοτήτων (Leininger et al., 2006). 
Στη Βόρεια Θάλασσα και στο Βόρειο Ατλαντικό Ωκεανό τα γονίδια amoA που 
προέρχονταν από Archaea ήταν 10-1000 φορές περισσότερα από amoA γονίδια που 
προέρχονταν από Bacteria (Wuchter et al., 2006). Τα ένζυµα των Archaea που είναι 
υπεύθυνα για την οξείδωση της αµµωνίας έχουν πολλά κοινά µε τα αντίστοιχα των 
Bacteria. Προφανώς τα Archaea µοιράζονται µε τα Bacteria έναν κοινό πρόγονο. Τα 
γονίδια βακτηριακής προέλευσης είναι µεγαλύτερα από τα γονίδια που προέρχονται 
από Archaea.  PCR µελέτες υπέδειξαν ότι η πλειοψηφία των µεσόφιλων Crenarchaeota 
οξειδώνουν την αµµωνία και ότι αυτοί οι οργανισµοί είναι αριθµητικώς επικρατέστεροι 
στους ωκεανούς και στα υποστρώµατά τους (Leininger et al., 2006). Πρόσφατα, AOA 
έχουν βρεθεί σε βιολογικούς καθαρισµούς (Park et al., 2006), και σε εκβολικά 
συστήµατα ποταµών στο Μεξικό (Beman and Francis, 2006). Επίσης, µελέτες µε βάση 
το 16S rRNA έχουν δείξει την ύπαρξη Archaea που οξειδώνουν την αµµωνία σε πολλά 
χερσαία οικοσυστήµατα όπως δάση, λιβάδια και βουνά (Buckley, 1998), ακόµα και σε 
ιστούς και στο πεπτικό σύστηµα χερσαίων και θαλάσσιων ζώων (Friedrich, 2001). Από 
αυτά τα Archaea ένα είδος που έχει καλλιεργηθεί, το Cenarchaeum symbiosum, ζει µε 
τη µορφή συµβίωσης µε το σπόγγο Axinella mexicana (Preston, 1996). Τα 
Crenarchaeota χωρίζονται σε δυο υποκατηγορίες, την 1,1a οµάδα και την 1,1b. Η 
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οµάδα 1,1a κυριαρχεί στα θαλάσσια οικοσυστήµατα ενώ η 1,1b στα χερσαία 
(Ochsenreiter et al., 2003). Οι δυο οµάδες έχουν ≥ 80% οµοιότητα στις αλληλουχίες 
των 16S rRNA γονιδίων τους. 
1.4 Μύκητες 
 Σε ένα ενυδρείο καλλωπιστικών ψαριών εκτός των άλλων µικροοργανισµών 
απαντώνται και µύκητες. Για την ακρίβεια η πρώτη επιστηµονική αναφορά για 
µόλυνση από µύκητα ήταν σε ψάρι (Ainsworth, 1976). Συγκρινόµενοι µε άλλους 
µικροοργανισµούς, οι µύκητες που επηρεάζουν τα ψάρια είναι λίγοι (Alderman, 1982). 
Οι πιο επικίνδυνοι για τα ψάρια µύκητες ανήκουν στην οικογένεια των  
Saprolegniaceae. Οι µύκητες δεν µπορούν να συνθέσουν από µόνοι τους τα θρεπτικά 
τους στοιχεία, και είναι ετερότροφοι. Θα µπορούσαν να χωριστούν σε σαπρόφυτα που 
τρέφονται µε νεκρή οργανική ύλη και σε παράσιτα που χρειάζονται ζωντανούς 
οργανισµούς για να επιβιώσουν. Η πλειοψηφία όµως είναι δυνητικά 
σαπρόφυτα/παράσιτα, παρά υποχρεωτικά.  
Η τάξη των  Oomycetes έχει παγκόσµια κατανοµή και συναντάται τόσο σε 
γλυκά νερά όσο και σε εκβολικά συστήµατα (Εικ. 4). Κάθε ψάρι του γλυκού νερού 
θεωρείται επιρρεπές σε ένα τουλάχιστον είδος από την παραπάνω τάξη (Noga, 1993). Η 
βασική διαφορά των Oomycetes µε τις υπόλοιπες τάξεις µυκήτων είναι τα σπόρια που 
παράγουν. Επίσης, για συστατικό του κυτταρικού τους τοιχώµατος έχουν κυτταρίνη και 
ξεχωρίζουν από τις υπόλοιπες τάξεις (Neish and Hughes, 1980). H τάξη αυτή πήρε το 
όνοµά της από τον τρόπο αναπαραγωγής, όπου ενώνονται δυο ακίνητοι γαµέτες και 
παράγουν ένα σπόριο µε παχύ τοίχωµα το οποίο ονοµάζεται ωοσπόριο. 
Η σαπρολεγνίαση είναι ένας κοινά αποδεκτός όρος που χρησιµοποιείται για να 
περιγράψει ασθένειες των ιχθύων και των αυγών τους που προέρχονται από τα είδη των 
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µυκήτων Saprolegnia, Achyla και Dictychus (Neish, 1980). Η ασθένεια παρουσιάζεται 
ως ένας λευκός όγκος στο δέρµα, στα βράγχια ή στα αυγά των ψαριών όταν βρίσκονται 
στο νερό. Ο χρωµατισµός του όγκου ορισµένες φορές ποικίλει λόγω του µυκηλίου που 
τείνει να παγιδεύει κοµµάτια υποστρώµατος ή φυκών, και φαίνεται κόκκινος, καφέ ή 
πράσινος. Έξω από το νερό ο όγκος σκάει και µετατρέπεται σε µια παχύρρευστη µάζα. 
Εάν η µόλυνση είναι στην επιφάνεια των λεπιών, τότε τα λέπια ανυψώνονται από το 
 
 
Εικόνα 4: Τυπικοί µύκητες που συναντώνται στο θαλάασιο περιβάλλον. (Chinabut et al., 1995) 
  
σώµα. Στη συνέχεια η µόλυνση µπορεί να περάσει στο δέρµα και στους µύες του 
ψαριού. Υπάρχουν αναφορές όπου µολύνσεις έχουν περάσει από τα βράγχια στο 
φάρυγγα και στον οισοφάγο (Bruno et al., 1987), ενώ υπάρχουν και άλλες περιπτώσεις 
που µολύνθηκαν όργανα όπως το συκώτι, η σπλήνα, τα νεφρά, τα µάτια καθώς και ο 
εγκέφαλος (Ferguson, 1989). Ορισµένοι από τους µύκητες έχουν το γαστρεντερικό 
σωλήνα ως αρχικό σηµείο µόλυνσης (Miyaki et al., 1977), ενώ άλλοι περιορίζονται στα 
εσωτερικά όργανα (Yuasa and Hati, 1995). Η διάγνωση µπορεί να βασιστεί σε 
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µικροσκοπική εξέταση µε δείγµα από το δέρµα ή τα βράγχια ενός ζωντανού ή 
προσφάτως θανόντος ψαριού. 
Τα καλλωπιστικά ψάρια είναι ευπαθή στο γένος Aphanomyces όπως είναι και τα 
ψάρια του γλυκού νερού, είτε εκτρέφονται είτε είναι άγριοι πληθυσµοί. Υπάρχουν 
αναφορές, παρόλο που είναι ελάχιστες, ότι οι Aphanomyces µολύνουν και ψάρια 
γλυκών τροπικών υδάτων (Hatai et al., 1994). Η γεωγραφική κατανοµή των 
Aphanomyces συµπεριλαµβάνει τις ανατολικές Η.Π.Α., Αυστραλία, Ιαπωνία και νότια 
και νοτιοανατολική Αφρική (Calliman et al., 1995). Η εµφάνιση των Aphanomyces 
συνδέεται συνήθως µε τις εποχές, και συχνά εµφανίζεται ύστερα από παρατεταµένη και 
έντονη βροχόπτωση (Chinabut et al., 1995).  
 Ψάρια γλυκού νερού µολύνονται και από δυο είδη του γένους Branchiomyces, 
τα B. sanguinis και B. demigrans. Άτοµα που έχουν µολυνθεί από τα παραπάνω είδη 
έχουν παρατηρηθεί στις Η.Π.Α., Ιαπωνία, Ινδοκίνα, Ισραήλ και Ευρώπη (Khoo et al., 
1998: Khoo, 2000). Οι µικροοργανισµοί επηρεάζουν τα βράγχια των ιχθύων και 
συνεπώς την αναπνοή τους. Τα βράγχια φαίνονται κόκκινα από την αιµορραγία, ενώ τα 
µυκήλια εµποδίζουν το αίµα να ρέει και προκαλούν θροµβώσεις. Για να εκδηλωθεί η 
ασθένεια θα πρέπει η θερµοκρασία να είναι άνω των 20οC και η θνησιµότητα µπορεί να 
φτάσει το 50%. Σε µια δεξαµενή νερού όµως υπάρχει η πιθανότητα να µην 
προσβληθούν όλοι οι οργανισµοί από τη νόσο αν και η νόσος εξαπλώνεται ταχύτατα 
(Meyer, 1973).   
 Οι παραπάνω µύκητες είναι οι πιο κοινοί που προσβάλλουν ψάρια. Εκτός από 
αυτούς υπάρχουν και άλλα γένη µυκήτων που προσβάλλουν ψάρια, σπανιότερα όµως, 
όπως είναι τα Aspergillus, Aureobasidum, Candida, Cryptococcus, Exophilia, 
Fusarium, Hormoconis, Paecilomyces, Phoma, Phialopatora, Ochroconis 
(Scolecobasidium), και Rhizomucor. Παλαιότερα συµπεριλαµβανόταν στου µύκητες και 
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τα Ichthyophonus hoferi και Dermocystidium αλλά αποδείχθηκε αργότερα ότι ανήκουν 
στα Protista (Spanggaard et al., 1996). 
    Οι Gulis and Stephanovic (1999) βρήκαν ότι ορισµένοι υφοµύκητες που 
διαβιούν σε υδάτινα περιβάλλοντα έχουν ανταγωνιστική δράση προς κάποια είδη 
βακτηρίων. Εκτός από τα βακτήρια, ορισµένοι από αυτούς ήταν ανταγωνιστικοί 
απέναντι και σε άλλα είδη µυκήτων. Οι υφοµύκητες λόγω του περιβάλλοντος που 
αναπτύσσονται πιστεύεται ότι έχουν διαφορετικές δυνατότητες βιοσύνθεσης σε 
σύγκριση µε µύκητες που διαβιούν σε χερσαίο περιβάλλον. ∆ευτερογενείς µεταβολίτες 
αυτών των οργανισµών έχουν ιδιότητες που θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν στην 
ιατρική και στην κτηνοτροφία (Gloer, 1995).     
Σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής διπλωµατικής διατριβής ήταν να 
διερευνηθούν οι διαφορές των µικροβιακών κοινοτήτων µεταξύ υδάτινης στήλης και 
ιζήµατος σε ενυδρεία γλυκού νερού καθώς και η σύγκριση των µικροβιακών 
κοινοτήτων της υδάτινης στήλης σε ενυδρεία γλυκού και θαλασσινού νερού. Για το 
σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε τόσο η γενική µέθοδος καταµέτρησης προκαρυωτικών 
κυττάρων µε DAPI αλλά και εκλεκτικά µέσα για συγκεκριµένες οµάδες βακτηρίων και 
µυκήτων. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
2.1 Καλλιέργεια σε θρεπτικά µέσα 
Για τον υπολογισµό της αφθονίας των µικροοργανισµών που βρίσκονται σε 
κάθε ενυδρείο χρησιµοποιήθηκαν δύο µέθοδοι. Η πρώτη ήταν η καλλιέργεια σε 
θρεπτικά µέσα, ενώ η δεύτερη η καταµέτρηση µε µικροσκοπία φθορισµού µετά από 
χρώση µε DAPI. Όσον αφορά την πρώτη µέθοδο χρησιµοποιήθηκαν πέντε θρεπτικά 
µέσα. Για την «ολική µεσόφιλη χλωρίδα» (Ο.Μ.Χ.) χρησιµοποιήθηκαν τα υλικά LB και 
R2A. Για τον υπολογισµό των Enterobacteriacae χρησιµοποιήθηκε το υλικό VRBGA, 
για τα Μycobacteria το Lowenstein-Jensen και τέλος για τον υπολογισµό ζυµών και 
µυκήτων το RBC. Στο ενυδρείο του γλυκού νερού και σε δύο δειγµατοληψίες, 
συλλέχθηκαν δείγµατα νερού (50 ml) από την στήλη και από το υπόστρωµα. Τρεις 
διαδοχικές αραιώσεις γινόταν για κάθε δείγµα νερού. Για το νερό της στήλης οι 
αραιώσεις ήταν 100, 10-1 και 10-2, ενώ για το νερό από το υπόστρωµα ήταν 10-1, 10-2 και 
10-3. Στα υπόλοιπα δυο ενυδρεία θαλασσινού νερού που περιείχαν τις καραβίδες οι 
αραιώσεις που χρησιµοποιήθηκαν ήταν  10-1, 10-2 και 10-3. ∆είγµατα νερού 
συλλέχθηκαν µόνο από την υδάτινη στήλη καθώς δεν υπήρχε ίζηµα στα ενυδρεία αυτά.  
Για την κατασκευή των υλικών χρησιµοποιήθηκε αυτόκαυστο µάρκας RAYPA µοντέλο 
AES-75 (Εικ. 5). 
Τα θρεπτικά µέσα LB, R2A, VRBGA, επωάζονταν στους 25οC για 24 ώρες σε 
θάλαµο επώασης µάρκας SANYO µοντέλο MIR-233. Το RBC επωάζονταν στην ίδια 
θερµοκρασία για 4 µέρες, ενώ το Lowenstein-Jensen στους 37οC για 24 ώρες σε 
θάλαµο επώασης µάρκας ΜΜΜ µοντέλο Einrichtungen GmbH (Εικ. 6). Στο πείραµα 
γινόταν τριπλή επανάληψη για κάθε δείγµα και θρεπτικό µέσο (Πίν. 1).  
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Εικόνα 5: Αυτόκαυστο RAYPA AES-75 
 
 
Εικόνα 6: Θάλαµος επώασης ΜΜΜ  
Einrichtungen GmbH. 
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Πίνακας 1: Συστατικά θρεπτικών µέσων και συγκεντρώσεις τους (g/l), χρόνος επώασης (h) και 
θερµοκρασία επώασης (οC). 
Θρεπτικό  
µέσο 
Συστατικά Ποσότητα 
(g/l) 
Χρόνος 
επώασης 
(h) 
Θερµοκρασία 
(οC) 
R2A Yeast extrac                              
Agar                                         
Acid casein                                
Tryptone                                    
Meat pepton                                
Starch                                        
Dipotassium Hydrogen phosphate 
Magnesium sulphate                
Sodium pyruvate                       
Glucose      
0,5 
14 
0,5 
0,25 
0,25 
0,5 
0,3 
0,024 
0,3 
0,5 
24 25 
LB Tryptone  
Hefeextrakt           
Natrium chloride          
Agar  
10 
5 
5 
15 
24 25 
VRBGA Yeast extract  
Balance peptone No1  
Sodium chloride 
Bile salts No3   
Glucose             
Neutral red          
Crystal violet               
Agar No2                              
3 
7 
15 
1,5 
10 
0,03 
0,002 
12 
24 25 
LJ L-asparag 
Potato starch       
KH2PO4        
MgSO4              
Mg-citrate           
Malachite green   
3,6 
30 
2,4 
0,24 
0,6 
0,4 
24 37 
RBC Mycological peptone   
Potassium Phosphate Bibasic  
Magnesium sulphate   
Glucose            
Neutral red        
Rose Bengal          
Chloromphenicol  
5 
1 
0.5 
10 
10 
0,05 
0,1 
72 25 
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2.2 Μέθοδος DAPI 
Στη µέθοδο DAPI χρησιµοποιείται η ουσία 4’6-διαµινο-2-φαινυλινδόλη (DAPI) 
η οποία σχηµατίζει φθορίζον σύµπλοκο µε τα νουκλεϊκά οξέα όταν αυτό φωτιστεί µε 
υπεριώδη ακτινοβολία. Με τη βοήθεια ενός µικροσκοπίου που περιέχει ένα λαµπτήρα 
που εκπέµπει υπεριώδες φως και ύστερα από φιλτράρισµα ενός δείγµατος νερού, είναι 
δυνατόν να υπολογιστεί ο αριθµός των κυττάρων που περιέχονται σε 1 ml δείγµατος 
νερού. Η προετοιµασία έχει ως εξής: 
• Αρχικά λαµβάνεται ένα δείγµα νερού και τοποθετείται σε αυτό φορµαλδεΰδη 
(τελική συγκέντρωση 2%) η οποία σκοτώνει, και διατηρεί ακέραια τα κύτταρα 
των µικροοργανισµών. Για τη µέτρηση του πληθυσµού βακτηρίων στην υδάτινη 
στήλη απαιτούνται συνήθως 5 ml νερού, ενώ για τη µέτρηση του πληθυσµού 
των µικροσκοπικών πρωτίστων συνήθως 20 ml νερού. 
• Στη συνέχεια φιλτράρεται ο όγκος του νερού χρησιµοποιώντας φίλτρα 
κατάλληλης διαµέτρου πόρου (0,2 µm για τα βακτήρια και 0,8 µm για τα 
πρώτιστα), µε τη βοήθεια µιας αντλίας κενού. Το κενό κατά τη διήθηση του 
νερού είναι ≤ 150 mm Hg ώστε να µην καταστραφούν τα κύτταρα. 
• Όταν έχουν αποµείνει 2 ml νερού που δεν έχουν φιλτραριστεί, προσθέτονται 
200 µl ουσίας DAPI τελικής συγκέντρωσης 1 µg/ml και περιµένουµε περίπου 5-
10 λεπτά µέχρι να φιλτράρουµε και τα τελευταία 2 ml. Το βήµα αυτό λαµβάνει 
χώρα στο σκοτάδι καθώς το DAPI είναι φωτοευαίσθητη ουσία. 
• Μετά τη χρώση, το φίλτρο τοποθετείται σε διηθητικό χαρτί για λίγα λεπτά ώστε 
να αποµακρυνθεί κάθε ίχνος νερού, που πιθανώς να έχει αποµείνει κατά τη 
διήθηση. 
• Τοποθετούµε το φίλτρο σε µια αντικειµενοφόρο πλάκα προσθέτοντας ανάµεσά 
τους µια σταγόνα µη φθορίζοντος οπτικού ελαίου. 
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• Προσθέτουµε και µια σταγόνα ελαίου πάνω στο φίλτρο και τοποθετούµε την 
καλυπτρίδα προσεκτικά. Εάν προστεθεί µεγάλη ποσότητα λαδιού υπάρχει 
πιθανότητα να δηµιουργηθούν πολλά πεδία εστίασης στο φίλτρο. 
• Η καλυπτρίδα πρέπει να πιεστεί προς το φίλτρο ώστε το έλαιο να καλύψει όλο 
το κενό ανάµεσά τους µέχρι και τις άκρες του φίλτρου. 
• Στη συνέχεια τοποθετείται η αντικειµενοφόρος πλάκα στο µικροσκόπιο, µετά 
από προσθήκη ελαίου για παρατήρηση σε ελαιοκαταδυτικό φακό x100, µε 
σκοπό να µετρηθούν οι µικροοργανισµοί που υπάρχουν πάνω στο φίλτρο. 
Ο αριθµός των βακτηρίων υπολογίζεται από τον τύπο:  
κύτταρα/ml = ((TC/ GR) x 12108,7) X ((CF) / V) 
όπου: 
ΤC = ο ολικός αριθµός κυττάρων που µετρήθηκαν, 
GR = ο αριθµός πλεγµάτων οπτικού πεδίου που καταµετρήθηκαν, 
CF = το εµβαδόν του φίλτρου/εµβαδόν του πλέγµατος, 
V = ο όγκος του δείγµατος που διηθήθηκε στο φίλτρο.  
Για τον υπολογισµό των αυτότροφων µικροοργανισµών χρησιµοποιήθηκε η 
παρατήρηση του αυτοφθορισµού σε υπεριώδες φως µε το συγκεκριµένο συνδυασµό 
φίλτρων για DAPI. 
Τα δύο ενυδρεία θαλασσινού νερού αποτελούσαν ένα µέρος ενός κλειστού 
συστήµατος (Εικ. 8, 9). Το κύκλωµα κυκλοφορίας του νερού αποτελούνταν από: 
 Έξι ενυδρεία όγκου 100 l το καθένα. 
 Από µία ψυκτική συσκευή (chiller)  
 Από έξι φίλτρα ( ένα για κάθε ενυδρείο). 
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Το κλειστό κύκλωµα λειτουργούσε ως εξής: Θαλασσινό νερό διερχόταν µέσα 
από την ψυκτική συσκευή (Εικ. 7) από µία είσοδο, στη συνέχεια το νερό αυτό ψυχόταν 
στους 9-11οC και µέσω µίας εξόδου το νερό αυτό έφευγε από την ψυκτική συσκευή και 
µοιραζόταν, µε την βοήθεια σωλήνων, στα έξι ενυδρεία του κυκλώµατος. Από κάθε 
ενυδρείο το νερό αποµακρυνόταν µέσω αντλίας που υπήρχε στο φίλτρο. Το νερό το 
οποίο αντλούσαν οι συγκεκριµένες αντλίες έφτανε πάλι στην  ψυκτική συσκευή, µέσω 
άλλων σωλήνων, οι οποίοι ενώνονταν σε ένα και µοναδικό σωλήνα, ο οποίος µετέφερε 
το νερό στην είσοδο της ψυκτικής συσκευής. ∆ηλαδή, µε τον παραπάνω τρόπο το νερό 
συνεχώς ανανεώνονταν και κινούνταν από το ενυδρείο στον ψύκτη, όπου ψύχονταν, και 
από αυτόν πάλι πίσω στα ενυδρεία (Εικ. 8). Έτσι, µε τη χρήση του ψύκτη 
επιτυγχάνονταν η διατήρηση του νερού σε σταθερή θερµοκρασία σε όλα τα ενυδρεία, 
σε χαµηλές τιµές (12±1οC). Στον εργαστηριακό χώρο όπου βρίσκονταν τα ενυδρεία 
λειτουργούσε συνεχώς κλιµατιστικό µηχάνηµα, για να διατηρείται η θερµοκρασία του 
αέρα σταθερή. 
 
 
Εικόνα 7: Η ψυκτική συσκευή 
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Για τον καθαρισµό του νερού στα ενυδρεία χρησιµοποιήθηκε φίλτρο (Εικ. 9). 
Το φίλτρο περιελάµβανε υαλοβάµβακα (µηχανικό φίλτρο), ώστε να αποµακρύνεται η 
ανόργανη και οργανική σωµατιδιακή ύλη. Προστέθηκαν επιπλέον κατάλληλες 
πορώδεις κατασκευές σχήµατος αστεριού για την εδραίωση και ανάπτυξη των 
νιτροποιητικών βακτηρίων του γένους Nitrosomonas και Nitrobacter (βιολογικό 
φίλτρο), ώστε να επιτυγχάνεται η µετατροπή των τοξικών συγκεντρώσεων αµµωνίας 
στα λιγότερα τοξικά νιτρικά και νιτρώδη. Επιπλέον, το φίλτρο περιελάµβανε και ενεργό 
άνθρακα (χηµικό φίλτρο).  
 
 
Εικόνα 8: Το κλειστό κύκλωµα µε τα έξι ενυδρεία και την ψυκτική συσκευή 
 
Βακτήρια προσθέτονταν κάθε εβδοµάδα (10 ml/ενυδρείο), ενώ ο υαλοβάµβακας 
και ο ενεργός άνθρακας αλλαζόταν σε τακτά χρονικά διαστήµατα, για όσο το δυνατόν 
καλύτερο καθαρισµό του νερού. Πρέπει να σηµειωθεί ότι την προηγούµενη µέρα από 
τη µεταφορά των αστακοκαραβίδων στο εργαστήριο προστέθηκαν βακτήρια στο 
κύκλωµα, ώστε να πραγµατοποιηθεί η εγκαθίδρυση των βακτηριακών αποικιών πάνω 
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στις πορώδεις κατασκευές. Πραγµατοποιήθηκαν αρκετές αλλαγές του νερού του 
κυκλώµατος, µε µικρές όµως ποσότητες (20% του συνολικού όγκου του κυκλώµατος  
Εικόνα 9: Το φίλτρο. Από αριστερά προς τα δεξιά παρατηρούνται στο πρώτο µέρος η αντλία, 
στο δεύτερο ο ενεργός άνθρακας και στο τρίτο ο υαλοβάµβακας. 
 
σε κάθε αλλαγή), για να µην επηρεαστούν οι καραβίδες από την άνοδο της 
θερµοκρασίας αλλά και από την αλλαγή της χηµείας του νερού, γεγονότα τα οποία 
δύναται να καταπονίσουν τους οργανισµούς (Ford, 1981). Το νερό που αντικαθίστατο 
προέρχονταν από τον υδατόπυργο συλλογής (χωρητικότητας τριών κυβικών µέτρων) 
του εργαστηρίου και βρίσκονταν έξω από το εργαστήριο. Η παροχή περίσσειας 
οξυγόνου στα ενυδρεία γινόταν µέσω παροχής αέρα συµπιεσµένου ατµοσφαιρικού 
αέρα, µε µία παροχή σε κάθε ενυδρείο. Σε κάθε παροχή τοποθετήθηκε ειδική πορώδης 
κατασκευή (πέτρα οξυγόνου) η οποία επέτρεπε την δηµιουργία πολλών µικρών 
φυσαλίδων αέρα, ώστε να εξασφαλιστεί καλός αερισµός του νερού, σε αντίθεση µε τις 
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λίγες και µεγάλες φυσαλίδες που προκαλούν έντονη ανατάραξη του νερού (Hawkins 
and Anthony, 1981). Το ενυδρείο γλυκού νερού ήταν χωρητικότητας 500 λίτρων και 
ήταν ένα τυπικό γυάλινο ενυδρείο του εµπορίου µε εσωτερικό φίλτρο (Εικ. 10). 
Εικόνα 10: Το ενυδρείο γλυκού νερού 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
3.1 Ενυδρεία γλυκού νερού 
3.1.1 Υδάτινη στήλη 
Όσο αναφορά την υδάτινη στήλη στο LB στην πρώτη δοκιµή µε µηδενική 
αραίωση (100) παρατηρήθηκαν κατά µέσο όρο από τα τρία τριβλία 3,6 x 102 αποικίες 
µικροοργανισµών, Colony Forming units/ml (CFU/ml), µε τυπική απόκλιση, Standard 
Deviation (SD) =90,73. Στη δεύτερη δοκιµή, στην ίδια αραίωση παρατηρήθηκαν κατά 
µέσο όρο 103 CFU/ml (SD=3,5 x 102). Στην 10-1 αραίωση στην πρώτη δοκιµή οι 
αποικίες δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστούν λόγω του µεγάλου αριθµού τους, αλλά 
στην δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 2,8 x 104 (SD=7,7 x 103). Στην 
10-3 αραίωση και στις δυο δοκιµές ο αριθµός των αποικιών δεν µπορούσε να 
υπολογιστεί (Σχ. 3). 
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Σχήµα 3 :  ∆ιάγραµµα LB όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου  
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική κλίµακα). 
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Στο R2A στη µηδενική αραίωση (100) στην πρώτη δοκιµή υπολογίστηκαν κατά 
µέσο όρο 6,3 x 102 CFU/ml (SD=35,11), ενώ στην δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 
3,5 x 103 CFU/ml (SD=1,5 x 102). Στην 10-1 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των 
CFU/ml δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί, ενώ στην δεύτερη δοκιµή ήταν 4,5 x 104 
CFU/ml δείγµατος (SD=4,2 x 103). Στην  10-2 αραίωση και στις δυο δοκιµές ο µέσος 
όρος των αποικιών δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί  (Σχ. 4). 
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 Στο VRBGA στη µηδενική αραίωση (100) στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος 
των αποικιών/ml ήταν 83 (SD=8,1) ενώ στην δεύτερη δοκιµή ήταν 412 (SD=0). Στις 
αραιώσεις 10-1 και 10-2 και στις δυο δοκιµές ο µέσος δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί 
λόγω του υψηλού αριθµού τους (Σχ. 5). 
 
Σχήµα 4 :  ∆ιάγραµµα R2A όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα).  
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Στο Lowenstein-Jensen στη µηδενική αραίωση (100) στην πρώτη δοκιµή ο 
µέσος όρος των CFU/ml ήταν 1,4 x 102 (SD=63) ενώ στη δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος 
ήταν 7,3 x 102 (SD=21,23). Στην αραίωση 10-1 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των 
CFU/ml ήταν 1,6 x 102 (SD=1,1 x 102) ενώ στην δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 8,2 
x 103 (SD=6,1 x 103). Στην 10-2 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των αποικιών ήταν 
3,3 x 102 (SD=5,7 x 102) ενώ στην δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml δεν ήταν 
δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του υψηλού αριθµού τους (Σχ. 6). 
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Τέλος στο RBC στην µηδενική αραίωση (100), στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος 
των CFU/ml ήταν 16 (SD=5,7) ενώ στη δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 0. Στην 10-1 
αραίωση στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 102 (SD=0) ενώ στη 
δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU /ml ήταν 33 (SD=57,7). Στην αραίωση 10-2 
στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 103 (SD=0) ενώ στη δεύτερη 
δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 3,7 x 103 (SD=4,5 x 103) (Σχ. 7). 
Σχήµα 5 :  ∆ιάγραµµα VRBGA όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. 
Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα). 
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3.1.2 Ίζηµα 
 
 Στο LB στη µηδενική αραίωση (10-1) στο ίζηµα, και στις δυο δοκιµές ο µέσος 
όρος των CFU/ml δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του υψηλού αριθµού. Στην 
Σχήµα 6 :  ∆ιάγραµµα Lowenstein-Jensen όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε 
δοκιµή.  Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα).  
Σχήµα 7 :  ∆ιάγραµµα RBC όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα).   
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αραίωση 10-2 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος είναι 5,4 x 105 (SD=2,1 x 104) ενώ στη 
δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml είναι 6,4 x 105 (SD=4 x 104). Στην 10-3 
αραίωση ο µέσος όρος των CFU/ml και στις δυο δοκιµές δεν είναι δυνατόν να 
υπολογιστεί λόγω του µεγάλου αριθµού αποικιών (Σχ. 8). 
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Στο R2A στις αραιώσεις 10-1 και 10-3 και στις δυο περιπτώσεις δεν είναι 
δυνατόν να υπολογιστεί ο µέσος όρος των CFU/ml λόγω του µεγάλου αριθµού τους. 
Στην αραίωση 10-2 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml είναι 4,4 x 105 (SD=3 
x 104) ενώ στη δεύτερη δεν είναι δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του υψηλού αριθµού 
τους (Σχ. 9). 
 Στο VRBGA στις αραιώσεις 10-1 και 10-3 και στις δυο περιπτώσεις δεν είναι 
δυνατόν να υπολογιστεί ο µέσος όρος των CFU/ml λόγω του µεγάλου αριθµού τους. 
Στην αραίωση 10-2 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml είναι 4,7 x 104 
(SD=1,6 x 103) ενώ στη δεύτερη 6,1 x 104 (SD=2,2 x 104) (Σχ. 10). 
Σχήµα 8 :  ∆ιάγραµµα LB όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή.Όπου  
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα). 
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Στο Lowenstein-Jensen στην δεύτερη δοκιµή και στις τρεις αραιώσεις ο µέσος 
όρος των CFU/ml δεν είναι δυνατον να υπολογιστεί λόγω του υψηλού αριθµού τους. 
Στην πρώτη δοκιµή στην 10-1 αραίωση ο µέσος όρος των CFU/ml είναι 4,6 x 102 
Σχήµα 9 :  ∆ιάγραµµα R2A όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα). 
Σχήµα 10 :  ∆ιάγραµµα  VRBGA  όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. 
Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική κλίµακα). 
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(SD=1,5 x 102) στην αραίωση 10-2 ο µέσος όρος είναι 1,6 x 104 (SD=2 x 103) ενώ στην 
10-3 αραίωση ο µέσος όρος είναι 6,6 x 104 (SD=3 x 104) (Σχ. 11). 
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Στο RBC στην αραίωση 10-1 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος των CFU/ml 
ήταν 33 (SD=57) ενώ στην δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 6 x 102 (SD=3 x 102) . 
Στην αραίωση 10-2 στην πρώτη δοκιµή ο µέσος όρος ήταν 3,3 102 (SD=5,7 x 102) 
αριθµός που δεν µεταβλήθηκε στη δεύτερη δοκιµή. Στην 10-3 αραίωση στην πρώτη 
δοκιµή ο µέσος όρος των αποικιών ήταν 0 ενώ στη δεύτερη δοκιµή ο µέσος όρος των 
CFU/ml ήταν 2,5 x 105 (SD=9,2 x 104) (Σχ. 12). 
 
3.2 Ενυδρεία θαλασσινού νερού 
 Στο LB και στην 100 αραίωση, στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ο µέσος 
όρος των CFU/ml ήταν 1,4 x 103 (SD=2 x 102) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε µύδια 
Σχήµα 11 :  ∆ιάγραµµα   Lowenstein-Jensen   όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε 
κάθε δοκιµή. Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική 
κλιµακα) 
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ήταν 1,8 x 103 (SD=2,6 x 102). Στην αραίωση 10-1 ο µέσος όρος των αποικιών στα 
άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ήταν 9 x 103 (SD=7 x 103) και στα άτοµα που 
τρέφονταν µε µύδια ο µέσος όρος ήταν 2,8 x 104 (SD=8,4 x 102). Στην 10-2 αραίωση 
και στα δυο σιτηρέσια ο µέσος όρος δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του 
µεγάλου αριθµού αποικιών στα τρυβλία (Σχ.13). 
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Στο R2A στην 100 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ο µέσος όρος 
των CFU/ml ήταν 35 (SD=7) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε µύδια ο µέσος όρος των 
αποικιών ήταν 93 (SD=49). Στην 10-1 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ο 
µέσος όρος των αποικιών/ml ήταν 2,1 x 104 (SD=7,7 x 103). Στα άτοµα που τρέφονταν 
µε µύδια, στην ίδια αραίωση, ο µέσος όρος δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του 
υψηλού αριθµού αποικιών. Στην αραίωση 10-2 ο µέσος όρος των logCFU/ml στα άτοµα 
που τρέφονταν µε πελλέτες  ήταν 2 x 105 (SD=7,9 x 104) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν 
Σχήµα 12 :  ∆ιάγραµµα RBC όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική κλίµακα). 
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µε µύδια ο µέσος όρος των CFU/ml δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί λόγω του 
µεγάλου αριθµού αποικιών (Σχ. 14). 
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  Στο VRBGA και στην 100 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε 
πελλέτες ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 1,6 (SD=1.52) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν 
Σχήµα 13 :  ∆ιάγραµµα  LB  όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική κλίµακα). 
Σχήµα 14 :  ∆ιάγραµµα R2A όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. Όπου 
uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαρθµική κλίµακα) 
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µε µύδια ήταν 24 (SD=31,8). Στην 10-1 αραίωση στα άτοµα που τρέφονται µε πελλέτες 
ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 2,8 x 103 (SD=2,6 x 102) και στα άτοµα που τρέφονταν 
µε µύδια ο µέσος όρος των αποικιών ήταν 86 (SD=56). Στην 10-2 αραίωση ο µέσος 
όρος των αποικιών στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες δεν ήταν δυνατόν να 
υπολογιστεί λόγω του µεγάλου αριθµού αποικιών ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε 
µύδια ο µέσος όρος των CFU /ml ήταν 9,3 x 102 (SD=1,1 x 102) (Σχ.15). 
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Στο Lowenstein-Jensen και στην 100 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε 
πελλέτες ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 0 (SD=0) ενώ ακριβώς τόσο ήταν και στα 
άτοµα που τρέφονταν µε µύδια. Ωστόσο στην 10-1 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν 
µε πελλέτες ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 102 (SD=102) ενώ στα άτοµα που 
τρέφονταν µε µύδια ο µέσος όρος των αποικιών ήταν 7,6 x 102 (SD=3,7 x 102). Στην 
10-2 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 
103 (SD=103) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε µύδια ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 4 
x 103 (SD=2 x 103) (Σχ. 16). 
Σχήµα 15 :  ∆ιάγραµµα  VRBGA  όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. 
Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική κλίµακα) 
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Στο RBC στην 100 αραίωση στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ο µέσος 
όρος των CFU/ml ήταν 3,3 (SD=5,7) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε µύδια ο µέσος 
όρος των αποικιών ήταν 26 (SD=37) . Στην 10-1 στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες 
ο µέσος όρος των CFU /ml ήταν 66 (SD=1,1 x 102) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε 
µύδια ο µέσος όρος των CFU/ml ήταν 3,3 x 102 (SD=3,5 x 102). Στην 10-2 αραίωση ο 
µέσος όρος των CFU/ml στα άτοµα που τρέφονταν µε πελλέτες ήταν 103 (SD=1,7 x 
103) ενώ στα άτοµα που τρέφονταν µε µύδια 1,2 x 104 (SD=2 x 104) (Σχ. 17). 
 
3.3 Μέθοδος DAPI 
Με την µέθοδο DAPI υπολογίστηκαν οι αφθονίες σε βακτήρια και πρώτιστα. 
Στην πρώτη δοκιµή στο ενυδρείο καλλωπιστικών ψαριών η αφθονία των  βακτηρίων 
στην υδάτινη στήλη υπολογίστηκε στις 94.179 κύτταρα/ml ενώ στην δεύτερη δοκιµή η 
αφθονία ήταν 3.888.238 κύτταρα /ml. Οι αντίστοιχες αφθονίες στο ίζηµα ήταν 70.769 
Σχήµα 16 :  ∆ιάγραµµα   Lowenstein-Jensen   όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε 
κάθε δοκιµή. Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). (Σε λογαριθµική 
κλίµακα) 
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και 3.807.513 κύτταρα/ml. Η αφθονία των πρώτιστων στο ίδιο ενυδρείο στην πρώτη 
δοκιµή στην υδάτινη στήλη ήταν 927 κύτταρα/ml εκ των οποίων τα 508 ήταν 
αυτότροφοι οργανισµοί ενώ στην δεύτερη δοκιµή η αφθονία ήταν 63.073 εκ των 
οποίων τα 32.344 ήταν αυτότροφοι οργανισµοί. Στο ίδιο ενυδρείο στο ίζηµα, στην 
πρώτη δοκιµή η αφθονία των πρώτιστων υπολογίστηκε 1.530 κύτταρα/ml εκ των 
οποίων τα 844 ήταν αυτότροφα. Στην δεύτερη δοκιµή η αφθονία υπολογίστηκε στα 
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60.651 κύτταρα/ml εκ των οποίων τα 30.083 ήταν αυτότροφοι. Στα ενυδρεία των 
αστακοκαραβίδων και συγκεκριµένα σε αυτό που παρέχονταν µύδια για τροφή η 
αφθονία των βακτηρίων υπολογίστηκε στα 32.357.127 κύτταρα/ml. Στο ενυδρείο που 
παρέχονταν πελλέτες για τροφή η αφθονία δεν ήταν δυνατόν να υπολογιστεί λόγω 
ύπαρξης υψηλής συγκέντρωσης οργανικών θρυµµάτων. Η αφθονία των πρωτίστων στο 
ενυδρείο που παρέχονταν µύδια ήταν 437 κύτταρα/ml ενώ στα ενυδρεία που 
παρέχονταν πελλέτες ήταν 572 cells/ml. Όλοι οι οργανισµοί ήταν ετερότροφοι (Πίν. 2). 
Σχήµα 17 :  ∆ιάγραµµα RBC όπου διακρίνονται οι τρεις αραιώσεις σε κάθε δοκιµή. 
Όπου uc= µη υπολογίσιµα (uncountable). 
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Πίνακας 2: Οι αφθονίες των βακτηρίων και των πρωτίστων στα διάφορα ενυδρεία. Όπου PNF= 
φωτότροφα νανοµαστιγωτά (phototrophic nanoflagelate), HNF= ετερότροφα 
νανοµαστιγωτά (heterotrophic nanoflagelate) και TNF= ολικά νανοµαστιγωτά (total 
nanoflagelates).  
 Bacteria PNF HNF TNF 
Γλυκό νερό, 
υδάτινη στήλη, 
δοκιµή 1 
94.179 508 419 927 
Γλυκό νερό, 
υδάτινη στήλη, 
δοκιµή 2 
3.888.238 32.344 30.729 63.073 
Γλυκό νερό, 
ίζηµα, δοκιµή 1 
70.769 844 686 1.530 
Γλυκό νερό, 
ίζηµα, δοκιµή 2 
3.807.513 30.083 30.568 60.651 
Θαλασσινό νερό, 
µύδια  
- - - 572 
Θαλασσινό νερό, 
σύµπηκτα 
32.357.137 - - 437 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 
Στη παρούσα µελέτη εξετάστηκαν οι µικροοργανισµοί που αναπτύσσονται τόσο 
στην υδάτινη στήλη και στο ίζηµα σε ενυδρεία καλλωπιστικών ψαριών γλυκού νερού, 
όσο και σε ενυδρεία θαλασσινού νερού όπου εκτρέφονται καραβίδες. Η πρώτη 
παρατήρηση στο ενυδρείο γλυκού νερού είναι ότι στη δεύτερη δοκιµή τα CFU/ml 
δείγµατος για κάθε αραίωση και για κάθε θρεπτικό µέσο είναι περισσότερα σε σχέση µε 
την πρώτη δοκιµή, τόσο στην υδάτινη στήλη όσο και στο ίζηµα. Επίσης, όσο 
αυξάνονταν οι αραιώσεις τόσο αυξάνονταν και ο αριθµός των αποικιών. Αυτό 
οφείλεται στη µείωση του ανταγωνισµού µεταξύ των µικροοργανισµών, καθώς 
παρέχεται η δυνατότητα να αναπτυχθούν ακόµη και εκείνοι οι µικροοργανισµοί που 
έχουν χαµηλό τάχος αύξησης. 
Για τα Enterobacteriaceae παρατηρήθηκε ότι η συγκέντρωσή τους στο ίζηµα 
ήταν µεγαλύτερη σε σχέση µε την συγκέντρωσή τους στην υδάτινη στήλη. Πολλά από 
τα Enterobacteriaceae µπορούν να επιβιώσουν για µήνες σε υδάτινα συστήµατα και 
ιδιαίτερα σε ιζήµατα (Moore et al., 2002). Σε προηγούµενες  εργασίες βρέθηκε ότι τα 
Enterobacteriaceae συναντώνται σε µεγαλύτερους αριθµούς στο ίζηµα σε σχέση µε το 
νερό (Hendricks, 1971: Moore et al., 2002), γεγονός που επιβεβαιώνεται και από τα 
αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας. Ο αριθµός των Enterobacteriaceae εξαρτάται 
και από τον αριθµό των οργανισµών που εκτρέφονται σε ένα ενυδρείο (Moore et al., 
2002). Οι Moore et al. (2002) βρήκαν ότι όσο αυξάνονταν ο αριθµός των ενήλικων 
εκτρεφόµενων ατόµων σε ένα ενυδρείο που περιείχε και νύµφες Cyprinus carpio τόσο 
αυξάνονταν και οι CFU/ml του Salmonella enterica στο ενυδρείο. Αυτό το απέδωσαν 
στην πιθανότητα το συγκεκριµένο βακτήριο να πολλαπλασιάζεται στο εντερικό 
σύστηµα των οργανισµών. Το Salmonella enterica επιβίωνε σε µεγάλους αριθµούς στο 
έντερο ανήλικων ατόµων µύγας σε σχέση µε το έντερο νύµφης µύγας (Greenberg et al., 
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1970). Η διαφορά αυτή αποδόθηκε στη µικροβιακή κοινότητα που υπάρχει στο έντερο 
της µύγας στα δυο διαφορετικά στάδια και στην περίπτωση της νύµφης είναι πιο 
ευνοϊκή για την επικράτηση του Salmonella enterica. Στο ενυδρείο θαλασσινού νερού 
που τρέφονταν οι οργανισµοί µε µύδια παρατηρήθηκε µικρή συγκέντρωση  
Enterobacteriaceae σε σχέση µε το ενυδρείο θαλασσινού νερού όπου 
χρησιµοποιούνταν σύµπηκτα ως τροφή. Μια αιτία µπορεί να είναι τα αντιµικροβιακά 
πεπτίδια που βρίσκονται στα βράγχια των µυδιών (Mytilus edulis chilensis) και είναι 
ικανά να µειώσουν των αριθµό των µικροοργανισµών  (Mercado et al., 2005). 
Τα Μycobacteria είναι µικροοργανισµοί που αναπτύσσονται σε θερµοκρασίες 
άνω των 18-20ο C (Kazda, 2000) αλλά µπορούν να επιβιώσουν για µήνες ή και χρόνια 
σε θερµοκρασίες κάτω των 20ο C, και µπορούν να ξαναεποικίσουν ένα περιβάλλον εάν 
οι συνθήκες γίνουν κατάλληλες (Wayne and Kubica, 1986). Αυτός είναι ο κύριος λόγος 
που δεν εντοπίζονται σε κρύα θαλάσσια νερά και στην Ευρώπη γενικότερα (Bruno et 
al., 1998). Στα ενυδρεία θαλασσινού νερού που η θερµοκρασία ήταν χαµηλή, 
εντοπίστηκαν  Mycobacteria σε χαµηλές συγκεντρώσεις. To Mycobacterium marinum 
έχει εντοπιστεί στο παρελθόν σε οστρακοειδή (Beecham et al., 1991), ενώ 
Mycobacteria έχουν εντοπιστεί στα σώµατα και στις απεκκρίσεις ασπόνδυλων (Fisher 
et al., 2004a). Αυτό πιθανότατα θα εξηγούσε το µεγαλύτερο αριθµό Mycobacteria που 
βρέθηκαν στο ενυδρείο θαλασσινού νερού που τρέφονταν µε µύδια, σε σχέση µε το 
ενυδρείο θαλασσινού νερού που τρέφονταν µε σύµπηκτα. Η διαφορά δεν είναι µεγάλη 
και σε περίπτωση µη επιµόλυνσης, τα Mycobacteria προέρχονται από τα µύδια. 
Αντίθετα στα ενυδρεία γλυκού νερού αναµένονταν να υπάρχουν Μycobacteria. Τα 
Mycobacteria εισέρχονται σε ένα ενυδρείο κυρίως από το νερό της βρύσης (Fischender 
et al., 1991). Έτσι η ανανέωση του νερού θα µπορούσε να αποτελέσει πηγή µόλυνσης 
από  Μycobacteria. Οι Schulze-Robbecke et al (1992) ερεύνησαν την συγκέντρωση των 
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Μycobacteria σε βιοϋµένια (biofilms) σε διάφορα υλικά που υπάρχουν στο σύστηµα 
παροχής νερού καθώς και τον χρόνο που χρειάζονται για να αναπτυχθούν στα υλικά 
αυτά (Πίν. 3). 
 
Πίνακας 3: Συγκέντρωση Μycobcteria σε διάφορα υλικά και χρόνος εγκατάστασής τους 
(Schulze- Robbecke et al., 1992) 
Α/Α Μέρος  Υλικό Χρόνος  Συγκέντρωση 
(CFU/cm2) 
1 Σωλήνας νερού Χαλκός 12 χρόνια 0 
2 Σωλήνας µπάνιου 
(συχνή χρήση) 
Πολυβινυλοχλωρίδιο 12 χρόνια 1 x 104 
3 Σωλήνας µπάνιου 
(µη χρηση 4ετών) 
Πολυβινυλοχλωρίδιο 12 χρόνια 34 
4 Σιφόνι Γυαλί 17 µήνες 1,3 x 103 
5 Σωληνώσεις Σιλικόνη 5 µήνες 5,6 x 106 
6 Σωληνώσεις Πολυαιθυλένιο 17 µήνες 3,7 x 104 
7 Σωληνώσεις Ελαστικό 2 χρόνια 7,2 x 103 
8 Σωληνώσεις Πολυουθεράνη 9 εβδοµάδες 6,5 x 103 
9 Σωληνώσεις Σιλικόνη 2,5 χρόνια 6,8 x 102 
10 Βιολογικός 
καθαρισµός 
Υαλοβάµβακας 2,5 χρόνια 15 
11 Βιολογικός 
καθαρισµός 
Παραφίνη 3 µήνες 6,7 x 102 
12 Βιολογικός Άσφαλτος 3 µήνες 1,5 x 103 
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καθαρισµός 
13 Βιολογικός 
καθαρισµός 
πολυβινυλοχλωρίδιο 4 εβδοµάδες 2,6 x 103 
14 Βιολογικός 
καθαρισµός 
Πολυαιθυλένιο 4 εβδοµάδες 1,2 x 103 
15 Βιολογικός 
καθαρισµός 
Σκυρόδεµα 4 εβδοµάδες 1,9 x 104 
16 Βιολογικός 
καθαρισµός 
Άγνωστο πλαστικό 1 χρόνο 1,2 x 106 
17 Ενυδρείο  1 χρόνο 4,4 x 103 
  
Από τον Πίνακα 3 παρατηρούµε ότι τα Mycobacteria απαντώνται σε µεγάλες 
συγκεντρώσεις σε διάφορα υλικά στις σωληνώσεις. Με βάση τις παραπάνω 
συγκεντρώσεις στα υλικά, οι συγκεντρώσεις των Mycobacteria στα ενυδρεία του 
πειράµατος δεν θεωρούνται υψηλές. 
 Μύκητες στα δύο ενυδρεία δεν βρέθηκαν σε υψηλές συγκεντρώσεις, στα 
περισσότερα τρυβλία απλώς ανιχνεύονταν, µε εξαίρεση το ενυδρείο θαλασσινού νερού 
που παρέχονταν µύδια για τροφή. Στα µύδια συναντώνται  µύκητες όπως Fusarium 
oxysporum, Neurospora crassa και Saprolegnia sp (Mercado et al., 2005), µε συνέπεια 
οι συγκεντρώσεις των µυκήτων σε αυτά τα ενυδρεία να είναι µεγαλύτερες σε σχέση µε 
τα άλλα. Μερικοί µύκητες που διαβιούν σε υδάτινα συστήµατα όπως οι υφοµύκητες 
παράγουν ουσίες που έχουν έντονη αντιµικροβιακή δράση (Chamier et al., 1984: Gulis 
and Stephanovich, 1999). Οι υφοµύκητες ήταν ικανοί να σταµατήσουν την ανάπτυξη 
τόσο σε Gram θετικά όσο και σε Gram αρνητικά βακτήρια. Επίσης, ανέστειλαν και την 
ανάπτυξη σε άλλους µύκητες και ζύµες για µικρό χρονικό διάστηµα, ενώ µετά από αυτό 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 11:42:08 EET - 137.108.70.7
 58 
το διάστηµα η αύξηση ξαναξεκινούσε µε µειωµένο ρυθµό (Gulis and Stephanovich 
1999). 
 Στη µέθοδο DAPI παρατηρείται αύξηση της µικροβιακής κοινότητας στη 
δεύτερη δοκιµή σε σχέση µε την πρώτη, πράγµα που παρατηρείται και στη µέθοδο των 
διαδοχικών αραιώσεων. Οι αφθονίες που προκύπτουν από την µέθοδο DAPI είναι 
ανάλογες µε  τις αφθονίες που προκύπτουν από τις καλλιέργειες σε θρεπτικά µέσα, µε 
την µόνη διαφορά ότι είναι κατά µια περίπου λογαριθµική µονάδα µικρότερες για κάθε 
ενυδρείο και θρεπτικό υπόστρωµα. Ορισµένα βακτήρια όπως τα Vibrionaceae µπορούν 
να εισέλθουν σε µία φάση όπου είναι µεν ζωντανά αλλά δεν µπορούν να καλλιεργηθούν 
(viable but not culturable, VBΝC) (Colwell and Grimes, 2000). Το ίδιο συµβαίνει και 
για τους µικροοργανισµούς που διαβιούν στο φίλτρο του ενυδρείου. Αν και οι Bogosian 
et al (1998) ισχυρίζονται ότι οι µικροοργανισµοί δεν εισέρχονται σε VBNC, η ύπαρξη 
αυτής της φάσης θα εξηγούσε την διαφορά αυτή που παρατηρείται στα αποτελέσµατα 
του πειράµατος. Βέβαια µε τη µέθοδο DAPI µέτριουνται και νεκρά κύτταρα 
(Giovannoni and Reppe, 2000), µε συνέπεια τεχνικές όπως η FISH και η DGGE να 
θεωρούνται πιο κατάλληλες για τον υπολογισµό αφθονιών. Επίσης, στη µέθοδο DAPI 
παρατηρείται ότι οι αφθονίες µεταξύ υδάτινης στήλης και ιζήµατος διαφέρουν ελάχιστα 
τόσο στην πρώτη δοκιµή όσο και στη δεύτερη που η συνολική αφθονία έχει αυξηθεί. 
Άλλη µια παρατήρηση για τη µέθοδο DAPI είναι ότι η αφθονία στα ενυδρεία 
θαλασσινού νερού είναι 10 φορές µεγαλύτερη από αυτή του ενυδρείου γλυκού νερού. 
Πιθανότερη αιτία είναι ο ελάχιστος αριθµός πρωτίστων που υπάρχουν στα ενυδρεία 
θαλασσινού νερού (100 φορές µικρότερος από τον αντίστοιχο των ενυδρείων γλυκού 
νερού). Τα πρώτιστα είναι οι θηρευτές των βακτηρίων και ο κύριος λόγος µείωσης των 
πληθυσµών τους. Επίσης, στα ενυδρεία θαλασσινού νερού, όλα τα πρώτιστα είναι 
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ετερότροφοι µικροοργανισµοί. Αυτότροφοι µικροοργανισµοί δεν αναπτύσσονται καθώς 
το φως που εισέρχεται στα ενυδρεία αυτά είναι ελάχιστο. 
 Μελλοντικά οι έρευνες για τις αφθονίες των µικροοργανισµών θα πρέπει να 
στραφούν σε µεθόδους που δίνουν πιο σαφή αποτελέσµατα όσον αφορά την ταξινοµική 
κατάταξη των µικροοργανισµών, όπως είναι η µέθοδος 16S rRNA όπου τα περιθώρια 
λάθους είναι µικρά. 
 Τα αποτελέσµατα και των δυο µεθόδων που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα 
µεταπτυχιακή διατριβή συµφωνούν ότι, η αφθονία των βακτηρίων στα ενυδρεία του 
γλυκού νερού είναι µικρότερη από εκείνη των ενυδρείων του θαλασσινού νερού. Στα 
ενυδρεία θαλασσινού νερού δεν υπάρχουν αυτότροφοι οργανισµοί λόγω έλλειψης 
φωτός. Αξιοσηµείωτο είναι ότι στα ενυδρεία που οι καραβίδες τρέφονταν µε µύδια ο 
πληθυσµός των µυκήτων ήταν µεγαλύτερος σε σχέση µε τα ενυδρεία στα οποία οι 
καραβίδες τρέφονταν µε πελλέτες. Τα Mycobacteria και Enterobacteriaceae είναι σε 
όλα τα ενυδρεία σε ελάχιστες αφθονίες. Στα ενυδρεία του γλυκού νερού ο πληθυσµός 
των βακτηρίων δεν παραµένει σταθερός αλλά αυξοµειώνεται. Τέλος, είναι σαφές ότι ο 
αριθµός των πρωτίστων εξαρτάται από τον αριθµό των βακτηρίων σε όλα τα ενυδρεία 
και ο πληθυσµός τους αυξάνει γιατί τα βακτήρια αποτελούν το κυρίως θήραµα για τα 
µαστιγωτά τα οποία αποτελούν το µεγαλύτερο µέρος της κοινότητας των πρωτίστων. 
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6. ABSTRACT 
The microorganisms which can be found in aquaria, belong to many groups and 
are responsible for a variety of things, from denitrification and anaerobic ammonia 
oxidation, to deseases that cause loses to the fish living in them. In some cases even 
humans can be affected by some potentially pathogen microorganisms from aquaria. 
The current study aims at estimating the abundance of some of the most commonly 
found groups of microorganisms in two different types of aquaria: in freshwater aquaria 
and marine aquaria. In the freshwater aquarium both water column and sediment 
microorganism abundances were measured. In order to calculate those abundances two 
methods were used. The first was the medium culture and the latter DAPI method. The 
common media LB and R2A were used. VRBGA was used in order to calculate the 
abundance of  Enterobacteriaceae, Lowenstein-Jensen was used for Mycobacteria and 
RBC for calculating fungi and yeasts. Three replicate Petri dishes were used for each of 
the three dilutions, for every sampling. Results showed that in the marine aquarium the 
Bacteria abundance was one order higher (logarithmic) than the Bacteria abundance in 
the freshwater aquarium, and the abundance of the Protista, which predate on Bacteria, 
in the freshwater aquaria was one order less than the abundance in the marine aquarium. 
Also in the marine water aquaria the fungi were found to be more abundant compared to 
the quantities found in freshwater aquaria. During the second sampling the number of 
Bacteria and Protista had increased 1.5 order in both the water column and the sediment, 
which shows that the abundance of bacteria is changing even in a stable environment 
like an aquarium. 
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